Criptobiósis de plásmidos de Azotobacter Vinelandii by Sánchez Yáñez, Juan Manuel
U N I V E R S I D A D A U T O N O M A D E N U E V O L E O N 
F A C U L T A D DE C I E N C I A S B I O L O G I C A S 
DIVISION DE E S T U D I O S DE P O S T O R A D O 
CRIPTOBIÜSIS DE PLASMIDOS DE AZOTOBACTER VI NELAND11 
T E S I S Q U E P A R A O B T E N E R E L G R A D O DE D O C T O R E N C I E N C I A S 
E S P E C I A L I D A D E N MICROBIOLOGIA 
P R E S E N T A 
JUAN MANUEL SANCHEZ YAFEZ 
4 ; 
MONTERREY, N.L. MAYO 1992 
TD 
Z 5 3 ^  
FCB 
1992 
S 2 
1020066521 
j 
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON 
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS 
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO 
CRIPTOBIOSIS DE PLASMIDOS DE AZOTOBACTER VI NELANDII 
TESIS QUE PARA OBTENER EL GRADO DE DOCTOR EN CIENCIAS 
ESPECIALIDAD EN MICROBIOLOGIA 
PRESENTA 
JUAN MANUEL SANCHEZ YAFEZ 
MONTERREY, N.L. MAYO -1 
T D 
2532 O T C ^ • 
1992 
£ 2 
E Q N Q Q TESÍS 
32609 
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON 
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS 
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO 
CRIPTOBIOSIS DE PLASMIDOS DE Arotobacter 
TESIS QUE PARA OBTENER EL GRADO DE DOCTOR EN CIENCIAS 
ESPECIALIDAD EN MICROBIOLOGIA 
PRESENTA 
JUAN MANUEL SANCHEZ YAflEZ 
APROBADA 
COMISION DE TESIS 
DIRECTOR EXTERNO 
CODIRECTOR 
ASE50R INTERNO 
MitíMBRO DE LA COMISION 
DR. ROLANDO G. VELA UITI.A MJ17QHT17 V / 
DR. JUAN JOSE PENA CA 
O 
. L A U R %/t R E ¿v" A V ^ A ( j DRA 
ü U I i J j 
DRA. MARIA VALDE2 
MONTERREY, N. L. MAYO 1992 
CRIPTOBIOSIS DE PLASMIDOS DE AZOTOBACTER VIHELANDI1 
INDICE 
Pag 
RESUMEN 1 
INTRODUCCION Y ANTECEDENTES 
a).— Breve resefía histórica sobre A-zotobajz íer •uin.Gland.i i. .... 3 
b).— Importancia bioquímica y fisiológica de A-zotóbcuc ter spp 
y Asotobac£«r .............................. 4 
c) . - Características de las espec i es de Asotobac íer 5 
d).— PlÁsmidos del género Asotobcicíer, ...................... 11 
HIPOTESIS 13 
OBJETIVOS 13 
MATERIAL Y METODO 
a).— Origen y tipo de suelos usados. 14 
b).— Cuantificación de los microorganismos aerobios 
sobrevivientes de los suelos texanos almacenados 
por diferentes periodos. 14 
c).— Identificación bioquímica de bacterias Gram 
negativas aisladas de las muestras de suelos 
almacenadas por 30 años 15 
d).- Pruebas de resistencia de los aisladas de A. vinelaridii 
a antibióticos y agentes químicos...................... 16 
e).- Detección de los ADN—plásmidos en Aso t oboe L er vínelcotdii.18 
e.l.— Condiciones de cultivo y cepas de referencia. .... 18 
e. 2. — Aislamiento de los ADN—plásmidos 18 
e. 3. — Electroforesis en ge1. .......................... 19 
e. 4. - Tinción y fotografía de los ge les 20 
— Ensayos sobre la posible función de los plásmidos. ..... 20 •. 
Ensayos de eliminación del plásmido (curación) 20 
Pag 
h).— Comportamiento de A&otobac ter- -u l ne L a.nd i i en suelos 
estériles y no estériles con diferentes tipos de 
texturas. .............................................. 21 
RESULTADOS Y DISCUSION 
a).- Análisis de las poblaciones de microorganismos aerobias 
sobrevivientes de suelos texanos almacenados por 
diferentes periodos. .................................. 23 
b).— Porcentaje de las bacterias aisladas de los suelos 
almacenadas por diferentes períodos. .................. 25 
c).- Densidades de las poblaciones de Asotobacter spp 
sobrevivientes en suelas almacenados por diferentes 
períodos. 26 
d).- Identificación bioquímica de los aislados sobrevivientes 
de Azolobac ter almacenados por diferentes periodos 27 
e).- Identificación bioquímica de bacterias Gran negativas 
aisladas de muestras de suelo almacenadas por 30 afíos. . 28 
f >.- Patrones de resistencia y susceptibi1 idad a diversos 
agentes químicos por aislados de AsotobcLCter vinelctndii 
recuperados de suelos almacenados por diferentes 
períodos. - 29 
g).— Patrones de resistencia y susceptibilidad a compuestos 
aromáticos por cepas de A-zotobajcLer- •oirvelaxtd.H 
recuperadas de suelos almacenados por diferentes 
periodos. 29 
h). - Patrones de resistencia y susceptibilidad a antibióticos , 
por cepas de Azotobcuc íer -vinelandii aisladas de suelos 
almacenados por diferentes períodos. 30 
i).- Patrones de resistencia y susceptibilidad a antibióticos; 
por cepas de A. víneiandii aisladas de suelos almacenadas 
por diferentes períodos antes y después de la eliminación 
del plásmido. ......................................... 31 
j).- Características generales de los plásmidos detectados en 
cepas de A. •oiruela.nd.it asociados a la resistencia a 
antibióticos. ......................................... 32 
k).- Patrones de resistencia y susceptibi1 idad a pesticidas 
por cepas de A. vin« lartd.i ¿ aisladas de suelos almacenados 
por diferentes períodos. - 34 
1>.- Patrones de i-esistencia y susceptibilidad a pesticidas 
por cepas de A. oineierncfii aisladas de suelos almacenados 
por diferentes perí odos antes y después de la eliminación 
del plásmido. 35 
115.- Garacteri stlcas generales de los plAsmidos de cepas de 
Ascitohact&f vxnerlandii asociadas con la resistencia a 
pesticidas. 35 
m>.- Comportamiento de cepas de Assotok>cict&r- win&lanciii en 
suelos estériles y no estériles con diferentes tipos de 
texturas. ........................ 35 
CONCLUSION 67 
LITERATURA CITADA 69 
INDICE DE TABLAS 
Poblaciones de microorgan ismos aerob ios sobrevivientes 
de suelos texanos almacenados por diferentes períodos - 40 
2.- Porcentaje de las bacterias aisladas de suelos 
almacenados por diferentes períodos 41 
3 . - Densidades de las poblaciones de Azotobcuc t e r spp 
sobrevivientes de suelos almacenados por 30 afíos ...... 42 
4.- Densidades de las poblaciones de Azotobacter spp 
sobrevivientes de suelos almacenados por 11 afíos ...... 43 
5.— Densidades de las poblaciones Azotobac t&r spp. aisladas 
de suelos recientemente colectados .................... 44 
6." Características bioquímicas de los aislados de 
Azotobacter vinel candi i recuperados de suelos 
almacenados por diferentes períodos - 45 
7.- Características bioquímicas de aislados de bacterias 
Gram negativas sobrevivientes de suelos almacenados 
por 30 aftos - 46 
8.- Patrones de resistencia y susceptibilidad de los 
aislados de Asotobacter vinelariclii recuperados de 
suelos almacenados por diferentes períodos a diversos 
agentes químicos y antibióticos - 47 
9.- Patrones de resistencia y susceptibilidad a compuestos 
aromáticos por cepas de Asotobactcr vinelandii aisladas 
de suelos recientemente colectados 48 
10. - Patrones de resistencia y suscept ibi 1 idad a antib ióticos 
por cepas de Azoiobacter- vin^landii aisladas de suelos 
almacenados por 30 aftos 
11.- Patrones de resistencia y susceptibilidad a diferentes 
antibióticos por cepas de Azotobacter vinelandii 
aisladas de suelos recientemente colectados 
12.- Patrones de resistencia y susceptibilidad a antibióticos 
por cepas de Azotobacter \)in&la.ndii PLA y PLA aisladas 
de suelos almacenados por 30 aHas ..................... 51 
. 13.— Patrones de resistencia y susceptibilidad a antibióticos 
por cepas de Azo tóbete ter vineLandii PLA y PLA aisladas 
de suelos recientemente colectados ^ . . . . 52 
R E S U M E N 
CRIPTOBIOSIS DE PLASMIDOS DE AZOTOBACTER VIXELAXDII 
La bactei'ia A-s&icikjctczt&r- es impor-ianíe en la 
microbiologi a agrí cola y el ciclo del nitrógeno, por» su 
capacidad de fijar- nitrógeno atmosférico. A. vin&lctnclii pu«^de 
ser aislada de suelo, agua y rlzósfera de algunas gramí neas, 
e>-¡ medios minerales libres de nitrógeno con una fuente 
sencilla de carbono. Con ciertas cepas se han realizado 
investigaciones, en un intento por entender su papel en la 
naturaleza. A 80 aPíos • de su descubrimiento, su genética es 
bien conocida en algunos aspectos que se relacionan con los 
genes de la fijación biológica del nitrógeno molecular, sin 
dilucidar la influencia de plásmidos en la bioquí mica y 
fisiología de Asototfac.-t&r-. Recientemente se publicó que cepas 
de A chr-ctococcunx y A. uin&lctntdíi contení an plásmidos sin 
aparente actividad biológica <crí pticos>. Este estudio tuvo 
como principal propósito detectar y analizar la presencia de 
plásmidos cor» actividad funcional en aislados de Asatat>ciat&r-
vin&landii recuperados de suelos almacenadas por 30 años. Por 
lo que suelos conservados en contenedores de vidrio estériles 
a temperatura ambiente por 30' • años, fueron inoculados 
directamente en agar Burk, colonias sospechosas de pertenecer 
a A. vin&lcmcli.i. se identificaron bioquí micamente. Los 
plásmidos detectados en los aislados se les intentó asociar 
con algunas de sus actividades biológicas. Los resultados 
mostraron que los aislados de A. vinelandii. contení an en 
apax-iencia un plásmido de diferente peso molecular entre 20 a 
48 MDa, asociados con la resistencia a algunos antibióticos y 
pesticidas, sin afectar la fijación biológica de nitrógeno 
gaseoso, sí ntesis del pigmento fluorescente verde ó formación 
de quistes. Lo que se confirmó por la eliminación (curación) 
de los plásmidos en las cepas con agentes quí micos. Estos 
resultada corroboraron : CI> 1a existencia de pláamldos er» las 
cepas de A. tsinoi¿tn£li.i y <II> sen ¿tía por« primera vez la 
criptobiosis de plásmidos en cepas de bacterias sobrevivientes 
en suelos almacenados por 30 años. Finalmente para establecer 
la influencia del plásmido sobre la capacidad de crecimiento y 
sobrevivencia de la bacteria en suelo, cepas de A. vin&landii 
con y sin plásmido fueron introducidas en suelos estériles y 
no estériles. Los resultados bajo condiciones de esterilidad, 
sugirieron algunos efectos sobre la velocidad y capacidad de 
crecimiento de una cepa de A. tsin&lctncli.i con plásmido, aislada 
de suelos almacenados por 30 afíos y ninguno en una cepa 
aislada de los suelos recién colectados. Mientras que en los 
suelos no estériles sólo una cepa con plásmido aislada de los 
suelos almacenados por 30 años sobrevivió por más de 15 di as. 
Aunque lo anterior no es concluye rite» sí parece indicar que el 
plásmido y ciertas caracterí sticas bioqui micas y fisiológicas 
que trasportan pueden ser estables y expresarse <por inducción 
especí fica> en bacterias nativas del suelo. Se requieren 
estudios ecológicos para aclarar el efecto de los plásmidos 
sobre el crecimiento y/ó sobreviencia de A. vinerlan-dii. en el 
suelo. 
I N T R O D U C C I O N V A N T E C E D E N T E S 
a>.- BREVE RESERA HISTORICA SOBRE AZOTOBACTER 
En 1840 Wilfarth. Hellriegel, Riegel y Bertlot citados 
por* Thompson y Sk&r-man <234 > demostrar-oii que cierta cantidad 
de nitrógeno atmosférico llega al suelo por la acción de 
microorganismos, que asociados con las raí ees de plantas 
leguminosas tienen la capacidad de transformar el nitrógeno 
molecular en proteí ñas vegetales constituyendo un aspecto 
fundamental del ciclo del nitrógeno. Tiempo después se 
especuló la existencia de otros microorganismos que podrí an 
fijar el nitrógeno del aire sin la asociación con plantas. En 
1808 Winogradsky <!25l> aplicó una nueva forma para aislar esas 
bacterias f ijador»es de nitrógeno del aire y como resultado se 
obtuvo por primera vez, la bacteria anaeróbica estricta 
conocida como Clostr-icH-um pctst&ut-ianum. Diez años después-
Beijerinck en Holanda t30, 31> repitió los trabajos de 
Winogi-adsky, pero con la intención de encontrar alguna 
bacteria aeróbica capaz de f'ijax- nitrógeno molecular. Al 
agregar pequeñas cantidades de suelo en matraces erlenmeyer 
que contenían medio de sales minerales libres de amoniaco, 
nitrato o cualquier otra forma de nitrógeno combinado, 
enriquecida con manitol como fuente de carbono, en tres di as 
se desarrolló una delgada pelí otila de bacterias en la 
superficie del liquido, el cual se tornaba turbio. En el 
microscopio observaron grandes células Gram <-> en forma de 
bastón» muy diferentes a la única bacteria conocida fijadora 
de nitrógeno de este tiempo» C. pa&t&ur-iamjm. De esta manera 
se describió por primera vez el género nombrado por Bei jerinck 
como: Azc>t<jt>cic.t&r- y dos especies» A. chr-occocum y A. La 
primera común en el suelo y la segunda en los canales de la 
ciudad de Delft. Dos años más tarde, Lipman ¿154, 135) 
describió una tercera especie, A. uinelancli-i. aislada de la 
ciudad de Vineland, N.J. , EUA. Desde entonces se han 
desarrollado muchas investigaciones para evaluar el papel del 
género Azolobact&r en el ciclo del nitrógeno, especialmente en 
la fijación biológica de nitrógeno. 
b).- IMPORTANCIA BIOQUIMICA Y FISIOLOGICA DE AZOTOBACTER SPP Y 
A. V 2 NELAND2 2 
El género A-zotobcuc ter es de interés en bioquímica y 
fisiología microbiana, debido a que tiene una de las más altas 
tasas respiratorias (medida por el porcentaje de asimilación 
de oxígeno y producción de C02= mol O2/1M0ICO2) que cualquier 
otro organismo vivo (10). 
El género As-o tóbete ter es un modelo para la investigación 
de la fijación biológica del nitrógeno molecular. En el cual 
este gas es reducido a amonio, en este proceso de 
transformación del nitrógeno atmosférico participa un sistema 
de enzimas colectivamente llamadas nitrogenasa (7, 23, 24). El 
cual esta formada por dos componentes nitrogenasa I y 
reductasa de nitrogenasa II o nitrogenasa II (28, 33, 35, 36). 
Ambos componentes contienen hierro y componente I contiene 
también molibdeno (37, 38). El centro activo de la nitrogenasa 
II se inactiva por el oxígeno (39, 40). Estas enzimas fueron 
aisladas y purificadas por Burris en 1971 (41) principalmente 
a partir de Aisotoba.ciex- vin&lariclii la cual tiene la capacidad 
genética de producir tres nitrogenasas distintas, 
nitrogenasa-l sintetizada cuando la concentración de molibdeno 
es suficiente para la bacteria, nitrogenasa-2 expresada cuando 
el molibdeno ha sido reemplazado por vanadio y nitrogenasa-3 
sintetizada cuando la concentración de molibdeno y vanadio no 
son suficientes para la bacteria (40, 45, 66, 135). La 
nitrogenasa no es específica para el nitrógeno gaseoso(49), 
sino que también reduce otros compuestos de estructura química 
semejantes al nitrógeno molecular como el cianuro, acetileno e 
hidrógeno (33, 35). La actividad natural de los 
microorganismos que fijan el nitrógeno del aire, es 
relativamente fácil de medir por la técnica de reducción del 
acetileno a etileno, que por otras formas de medición de la 
fijación biológica del dinitrógeno (88, 118). 
c>.- CARACTERISTICAS DE LAS ESPECIES DE AZOTOBACTER 
Las especies del género AaoL&bcLct&r- son miembros 
importantes de ciertos tipos de suelo (35, 200, 255), de la 
rizósfera de algunas gramíneas (47, 209) y en la filosfera de 
algunas plantas acuáticas (131), donde podrían contribuir 
sustancialmente a la ganancia de nitrógeno a través del 
mecanismo de fijación biológ ica de nitrógeno molecular (28, 
33, 251). En la actualidad se investigan, otras formas de 
beneficio de Asotobact&t- para la fertilidad del suelo tales 
como: la solubi 1 ización de fósforo inorgánico, en suelos con 
problema de disponibilidad de este elemento (20, 193). 
En los microorganismos autóctonos del suelo, existe la 
capaciad de oxidación de ácidosv fenólicos derivados de 
residuos vegetales, como la 1ignina considerada una de las 
fracciones de la materic^rgánica más abundante del suelo, 
aunque Azotobacter es una bacteria nativa del suelo (1, 4, 6) 
pocos reportes <177, 258) le reconocen la capacidad de 
utilizar los ácidos fenóli'bs como fuente de carbono y energía, 
lo que podría explicar el crecimiento, sobrevivencia y 
distribución universal del género A-zotohaoter en los suelas 
del mundo (196, 199, 211). 
Actalmente algunos biotecnólogos agrícolas planean 
aplicar Aso tóbete ter en ciertos suelos donde la acumulación de 
ácidos fenólicos causa fitotoxicidad a cultivos agrícolas de 
importancia comercial (Vela comúnicación personal). 
Las especies del género Azotobac. t&r pueden influir 
positivamente en el crecimiento de plantas porque tienen la 
capacidad de sintetizar fitohormonas en la rizósfera de 
gramíneas (211): como cafla de azúcar, maíz, trigo, sorgo y 
algunos pastos tropicales, en especial Paspcclxiri notaíu/n (21, 
47), efectos similares pueden lograrse cuando se inoculan en 
semillas y raices jóvenes de otras plantas (13, 48, 129). Un 
ventaja del género A&otobac £<?r- sobre otros microorganisos que 
producen fitohormonas, es que pueden producirlas in vitro, en 
medios de cultivo sintét icos simples (52, 107, 227), en suelo 
dializado (medio que asemeja las condiciones del suelo natural 
(104) , o "in situ" (102). Los datos anteriores apoyan el 
punto de vista de que estas sustancias son en realidad el 
mecanismo mas probable por cual Asotobacíer tiene un efecto 
positivo sobre el desarrollo vegetal, más que por la vía de 
fijación biológica del nitrógeno (82). El género Aso toba.c ter 
puede ser usado en la producción de vitaminas y aminoácidos 
(103¿z, 112, 151), sustancias ant i tumorales (92), alginatos 
(65) y hasta como suplemento alimenticia de ganado vacuno y 
peces (211). 
Las azotobacterias tienen la capacidad hidrolizar 
anillos aromáticos comunes en pesticidas (17, 119, 167), esta 
capacidad genética puede estar codificada en ADN cromosomal o 
plásmidos (16, 18, 216) y puede ser inducida y expresada en 
condiciones naturales (218), cuando las concentraciones de los 
pesticidas afectan negativamente a otros microorganismos 
nativos del suelo (209, 210, 252), lo que sugiere que las 
azotobacterias han encontrado mecanismos de intercambio 
genético muy eficientes en la naturaleza (207) para sobrevivir 
al efecto bactericida de algunos pesticidas de uso común en la 
agrieultura moderna (252), por tanto es factible que apiicar 
azotobacterias a suelos contaminados con pesticidas para su 
b i oremed i ac i ón (86, 164). 
El género Azotcrbactei- tiene capacidad de formar quistes 
<57, 58, 59 ), modificaciones estructurales y fisiológicas de 
su células vegetativas con resistencia a: la desecación <124, 
210, 251), desintegración mecánica C24ó, 247), radiación 
ultravioleta e ionizante <2455, contra ciertos tipos de 
predación <113) y antagonismo microbiano en suelo libre de 
raí ees <46, 213). En contraste con las endosporas» los 
quistes de -420Í0bacter no son resistentes al calor ni 
completamente inactivos, ya que bajo determinadas 
condiciones oxidan con rapidez fuentes exógenas de energí a. 
Parece ser que la cubierta del quiste, es la que confiere la 
resistencia a factores ambientales» pues cuando los quistes 
se tratan con agentes quelantes de metales, como el citrato de 
sodio, se origina la solubilización de las capas externas y 
los quistes pierden la resistencia a agentes físicos y 
quí micos <213 >. En la naturaleza se cree que Azotabact&r- es 
inducido a formar quistes por los mencionados agentes fí sicos 
y químicos» sin que esto se haya demostrado exper i mentalmente 
ni reportado en la literatura <Reddy y Vela 1986) (datos sin 
publicar). Mientras que cuando Azotobacter- se cultiva 
artificialmente el n-butanol y el /3-hidroxibutirato como 
fuente carbono existe una rápida ' y abundante formación de 
quistes <2i3), esta capacidad de formación de quistes de la 
bacteria se utiliza para su identificación primaria y 
separación de otros miembros de la familia Azotctbact&r-acea 
<56, 234 >. 
Actualmente se sabe que Azot&baat&r puede sintetizar 
sideróforos, proteínas inducidas como una respuesta 
fisiológica a la deficiencia de iones metálicos en el medio 
ambiente <117, 142), se cree que la producción de estas 
proteí ñas es un posible mecanismo de sobrevivencia de la 
bacteria en suelos minerales pobres. Algunos f itopatólogos han 
planeado inocular Asotobetc t&r en semillas y raíces de plantas 
jóvenes, como medida de protección contra microorganismos 
fitopatógenos de la rizósfera, para que por competencia de 
iones metálicos eviten la acción de los fitopatógenos, que 
dependen de estos iones para su establecimiento en la zona de 
rizósfera (117, 142). 
La información anterior sobre Aso tóbete: ter IctncLi i, 
parte de la 1 i teratura actual (7, 234) y la última edición del 
manual de Bergey (143) señalan que la especie pertenece a la 
familia Aso tóbete t&r-etc&et&, con las siguientes características: 
es un bacilo Gram negativo, móvil por flagelos perítricos, 
heterotrófico, aerobio estricto, capaz de fijar nitrógeno 
molecular al oxidar una fuente de carbono senei 1la como: 
glucosa o manitol. Capaz de formar quistes por inducción con 
n—butanol, miembro en la naturaleza de diversos ecosistemas: 
agua dulce y marina, rizósfera de algunas gramíneas, 
distribuido regularmente en el suelo. Esta descripción del 
género Asotobact&r fué establecida en base al cultivo de la 
bacteria en medios químicamente definidos libres de cualquier 
forma de nitrógeno combinado (88, 249). 
En general la fijación biológica del nitrógeno molecular 
por Aso tóbete t&r- spp se considera el aspecto de mayor 
relevancia por la literatura científica, que cualquier otra 
act i vidad b i ológ ica de las atribuida a este g énero (45, 185, 
186) . 
La capacidad de fijación del dinitrógeno por Aso tóbete ter 
spp no es la única ni principal indicadora del papel de la 
bacteria en la naturaleza, investigaciones recientes (103b, 
Vela comunicación personal) cuestionan la capacidad de 
A&otobetcter para fijar nitrógeno molecular en el suelo, ya que 
experimentos de inocalac i ón de A. \>in&lct.nd.i i en suelos y 
medios de suelo dializado con diversas concentraciones de 
nitrógeno combinado y pobres en carbono orgánico sencillo , no 
lograron detectar fijación biológica de nitrógeno gaseoso 
medido por- la técnica de reducción de acetileno. Lo que 
sug iere que las cond ic iones espec í f icas que requiere 
Azotobacter para efectuar la fijación biológica de nitrógeno-
molecular con dificultad pueden presentarse en el suelo, en 
especial porque siempre existe en los suelos concentraciones 
de nitrógeno combinado suficientes para inhibir la reducción 
biológica del dinitrógeno (257) y probablemente la razón más 
importante que limita la actividad de fijación biológica de 
nitrógeno gaseoso es la ausencia de cantidades abundantes (mas 
de 1V-) de carbono orgánico simple, ya que Asotobojc t&r deberá 
oxidar una unidad de azúcar simple para producir de 5—20 mg de 
nitrógeno reducido, esta cantidad sólo se proporciona a la 
bacteria en condiciones artificales, por lo tanto el 
enrequecimiento con carbohidratos al suelo seria una práctica 
económicamente poco factible para aplicarse en la agricultura. 
(49, 105, Vela 1986 comunicación personal). 
Los miembros de la f amilia Asáotobcuc ter-acea.& de acuerdo 
con el manual de Bergey (143) carecen de ciclo biológico 
cuando se desarrollan en condiciones naturales, aunque desde 
1909 Lónhis y Westermann (159), Lónhis y Smith (160, 161), 
Lewis (158) y Jones (136) publicaron que miembros de la 
familia poseen ciclos biológicos complejos solo detectables en 
los suelos natural o en medios de suelos dializados y que 
ciertos estadios de los ciclos eran los responsables de la 
sobrevivencía de la familia en el suelo. De acuerdo con estos 
trabajos algunos estadios responsables de la sobrevivencia de 
las bacteria en el suelo podían atravesar filtros que retienen 
a la mayor parte de las bacterias conocidas y mostraban un 
comportamiento fisiológico difei-ente eri condìciories de cultivo 
artificial; en 1930 Jensen <134 > refutó todos estos trabajos 
al señalar que la selección inadecuada de filtros bacterianos 
usados en esas investigaciones, permitió que bacterias 
atrvesaran los filtros y desarrollaran colonias, por lo que 
las bacterias obtenidas no pertenecí an en realidad a la 
familia Azotcitjact&rac&a y concluyó que ningún miembro de la 
familia posee ciclo biológico. Finalmente en 1981 
Gonzá lez-López y Vela <103), repitieron los trabajos que 
apoyan el ciclo biológico con el uso de filtros bacterianos de 
calidad reconocida <0.45 ,u), comprobaron que en efecto Ios-
miembros de la familia Asotobact&r-ac&a poseen ciclos 
biológicos complejos y que ciertos estadios son filtrables, rio 
crecen en medios libres de nitrógeno y son incapeces de fijar 
nitrógeno molecular. Sin embargo la literatura científica ha 
ignorado esta investigación. 
Estos no son los únicos argumentos que intentan cambiar 
el concepto de A&otot>acter- en la microbiologia. 
En 1984 Smith y Vela <221 > (datos sin publicar) usaron un 
medio de suelo dializado que contení a algunos de los ácidos 
fenólicos más comunes derivados del humus y encontraron que 
Azotcrbacter- xjin&lanclii creció con valores de carga energética 
(parámetro metabòlico que determina indirectamente el estadio 
fisiológico de la célula) que fluctuaron entre 0.23 a 0.35. 
muv inferior a lo que se esperaba de 0.70 y 0.80 que 
corresponde a los valores normales de Asotobact&r- cuando se 
cultiva en un medio qui micamente definido (2) con glucosa como 
fuente de caí-bono y energí a , lo que significa que según el 
concepto de Atkinson <2, 10) y Marriot et.al. (173) las 
células de Azotot>act&r- estar i an inactivas y no en crecimiento, 
por lo que Smith y Vela op cit establecieron que el valor de 
la carga energética cuando Asotobact&r- crece en medio de suelo 
dializado se debe al "tipo de fuente de carbono y energí a y no 
a la fase especí fica de la curva de crecimiento. La anterior 
investigación fué apoyada por Moreno <177 > y W u et.al. <258> 
al demostrar que A. vinelandii utilizó una amplia variedad de 
ácidos fenólicos: entre ellos p-hidroxibenzoico como fuente de 
carbono y energía, común en el suelo. 
d>.- PLASMIDOS DEL GENERO AZOTOBACTER. 
El género Asotot>act&r- contiene copias múltiples de su 
genoma <107, 2125, de Ahí la dificultad para obtener mutantes, 
aunque la genética de Azotot>acter* en relación a el sitio, 
regulación y expresión de los genes que codifican para la 
fijación biológica de nitrógeno gaseoso han' sido intensamente 
estudiados y actualmente estos genes son bien conocidos en 
420í0bacíer <36, 37, 38), otros trabajos sugieren que este 
comportamiento genético puede ser debido a plásmidos, los 
cuales contienen copias múltiples de su genoma <169, 175} o 
por lo menos a que A&otobact&r* tiene una carga genética 
superior a la de los procariotes más conocidos como 
Escherichia coii <215>. 
En relación a los plásmidos Yano et.al. <260> reportaron 
plásmidos de A. win&landii. que contení an genes n-if, mientras 
que Robson et.al. <206} en el mismo año, no pudieron 
establecer relación alguna entre plásmidos detectados en 
cepas de A. chroococcum y su capacidad de fijación biológica 
de nitrógeno molecular*, resistencia a: antibióticos, metales 
pesados» radiación de luz ultravioleta y utilización de 
diversas fuentes de carbono. De igual manera, Maia e~t.al. 
<169> detectaron plásmidos en diferentes cepas de A. 
uin&landii. sin lograr asociar algunas de las propiedades 
bioqui micas y fisiológicas señaladas en A. cHr-oococcum con la 
presencia de estos plásmidos, por lo que en ambos trabajos los 
plásmidos fueron clasificados como crípticos. 
Es propósito de esta investigación contribuir' a la 
aclaración de la controversia sobre la función de los 
plásmidos, asociados con cepas de A-zot obcrcíer* vi¡i&lan<3'¿i 
sobrevivientes en suelos almacenados por 30 años. 
1.- ¿Gomo conservaron las azotobacterias los AON-pías mi dicos 
durante este perí odo ? 
2.- ¿Existen similitudes entre las p lis mi dos de las cepas de 
A. tjin&landii sobrevivientes en suelos, almacenados por 30 
años a los detectados en cepas de A. \j%n&lctncli.i aisladas 
de los suelos recién colectados ? 
3.- ¿ Influyeron estos plásmidos en la sobrevivencia y/ó 
permanencia de Ascttohtact&r- en los suelos ? 
H I P O T E S I S 
Asotcitiaatenf- t¿•irt&lancii.i contiene plásmidos que, 
si multarte amé nte a JLa viabilidad de sus células, han 
conservado su capacidad de expresión génica, no obstante ser 
recuperadas de suelos almacenados por largos periodos. 
OBJETIVOS 
1> Analizar las poblaciones de microorganismos sobrevivientes 
de suelos colectados y almacenados por 30 afíos, con 
especial interés en las poblaciones sobrevivientes de 
Asot&baat&r- spp y Asotobact&r* vtn&landii que contienen 
plásmidos. 
2> Demostrar que cepas las sobrevivientes de Asc/tobact&t-
xjin&lanciii. recuperados de sueleé almacenados por largos 
per! odos pueden preservar Ccriptobiosls) plásmidos con 
capacidad de expresión genica. 
3) Asociar .la presencia de plásmldos en cepas sobrevivienlea 
de Asotobact<£-r- vinerlandii aisladas de suelos almacenados 
por 30 afíos con algunas de sus carácter! sticas 
fisiológicas y bioquímicas. 
MATERIAL Y METODOS 
a).- ORIGEN Y TIPO DE SUELOS USADOS 
Un total de 40 muestras de sue los colectadas en 1as 
áreas de Austin. Fort Worth y Denton Texas. E.U.A. en 
diferentes años fueron utilizadas en esta investigación. De un 
total de 18: 11 fueron de tipo chernozem v 7 de tipo arenoso, 
¿eü i'jn o esc n o c í -on de Moreno e t al (178) . Los sue 1 os se 
c< 1 iTwren aro . t=n el 1 ahora cor i o a temoeratura amb íen te (25.5 + / — 
Z."2°C> Dor 30 años, tres suelos oor 11 años: dos de las series 
Burleson v uno de la serie Crockett v i9 suelos recién 
colectados: nueve de las series Birome. seis de las series 
Bu.r 1 eson y cuatro de 1 as series Crockett. De acuerdo con 1 a 
clasificación de suelos del Deoartamsnto de Agricultura de los 
Estados Unidos oara al estado de Texas (229). Los suelos se 
conservaron en viales estériles abiertos sólo el día de su 
análi sis. 
b>.- CUANTIFICACIÜN DE LOS MICROORGANISMOS SOBREVIVIENTES DE 
LOS SUELOS ALMACENADOS POR DIFERENTES PERIODOS 
Con el oropósito de establecer el número de 
microorganismos sobrevivientes en cada suelo. Los viales 
fueron colocados en un sitio esterilizado con radiación 
ultravioleta, libre de polvo y con una gasa estéril emoaoada 
con etano 1 al 7C/1 fueran ab ier tos y f 1 ame a dos. Se tomó 1.0 g 
de cada suelo se susoendieron en tubos de 18 x 150 mm con 9 mi 
de solución salina (NaCl 0.85 "/. p/v) pH 7.0, cada muestra de 
suelo se agitó 30 segundos en un Varíen (VWR Scientific» 
Boston, Ma> agregó 0.2 mi de cada susoensión v sembro en 
d i feren tes med i os de cultivo con la siouiente comoos i c i ón 
Química; 
1>.- Agar Nutrí tiva (AN>: extracto de carne 8.0 g, 
peptona 5.0 g, agar 15.0 g, agua destilada 1000 mi (Difco. 
Detroit, Mich), para enumerar las bacterias aerobias totales 
(64, 171, 226). 
2).- Aoar Caseína Almidón (ACA): caseína 10.O o, almidón 
soluble 2.0 g, KNO3 2.0 g, NaCl 2.0 g, MgSCU 7HsO 0.05 g, 
FeSÜ4.7H2Ü trazas. K2HPO4 1.0 9, KH2PO4 l.O Q, CaCDa 0.02 9, 
aoar 18.0 9, <Di fco. Detroít. Mich). agua dest ilada 1000 mi. 
pH 7.2 , para enumerar los actinomicetos (132, 137. 139), 
3).— Agar Rosa de Bengala—Estreptomicina (ARBE): glucosa 
10.0 g, peptona 5.0 g, KzHPü* 1.0 g, MgSO*. 7H2O 0.5 g, rosa 
de bengala 33 mg, agar 15 g, (Difco. Detroit, Mich) agua 
destilada 1000 mi, DH 3.8 ajustado con H2SO4 0.1 N, sulfato 
de estreptomicina (Sigma. Co. San Luis. Mo) se esterilizó por 
filtración y agregó al medio base deSDués de esterilizar en 
autoclave y enfriar para una concentración final de 20 jjg/ml. 
para enumerar los prepágulos sobrevivientes de hongos y 
levaduras (87, 176) . 
4).- Agar Burk (AB) : glucosa 5.0 g, K H 2 P C U 0 16 g, 
K2HPQ4 0.64 o, NaCl 0.2 g, MgS04.7HZ0 0.2 g, CaSCU. 2 H 2 O 0.05 
g. NaMoÜ4.2HzO 0.01 g, FeSD* 0.003 g, agua destilada 1000 mi. 
pH 6.8 para enumerar las azotobacterias y bacterias afines 
(90, 214). 
Cuando las poblaciones microbianas fueron abundantes se 
— i - —2 —3 
usaron las di luciones 10 ,10 ,10 de 1 os sue 1 os con tres 
reoeticiones. Los medios de cultivo AN, ACA y AB inoculados se 
incubaron una semana a 30°C. Los valores de las cuentas se 
transformaron al logaritmo del número de unidades formadoras 
de colonias (UFO por gramo de suelo seco de cada población 
microb iana. 
Para la determinación de la tasa y por ciento de las 
bac ter i as Gram—negat i vas, Gram—posit ivas: formadoras de 
esporas y no esooruladas, se tomaron 100 colonias cultivadas 
en agar nutritivo de cada suelo y se observaron al microscopio 
oor tinción al Gram (68, 69), 
c>.- BIOQUIMICA DE BACTERIAS GRAM NEGATIVAS AISLADAS DE LAS 
MUESTRAS DE SUELOS ALMACENADOS POR 30 AROS 
F'ara el ais! amien t o de Asa L abete £ er spp y A. vine laná l i 
sobrevivientes de los suelos almacenados Dor 30 años se sembró 
d i rectamente de los suelos (0.1 g > en cajas de AB. Las 
colonias que desarrollaron un pigmento fluorescente verde. se 
separaron y sembraron en agar nutritivo para observar el 
pleomorfismo de los ais1ados sospechosos de Azotobactsr, se 
uso un m icroscopi o de con traste de fases (134, 143, 249). 
Mientra que para la inducción de los quistes en los aislados 
de Aso toban L&r se usó n—butano 1 (Sigma. Co. San Lui s, Mo. ) al 
0.3 V. (v/v) como sustituto de glucosa en el medio AB. 
Se usó la técnica de reducción de acetileno para la 
medición indirecta de la capacidad de fijación de nitrógeno de 
los aislados de AsaLobaaL&r y para su identificacion las 
D ruebas b ioquími cas requeridas fueron: ut i I i zac i on de 
diferentes fuentes de carbono, p<ara esta prueba se empleó el 
medio Bu.rk como base y la adición de la fuente específica de 
carbono en concent rae i ón de 0.5 V. (p/v), las Que se 
esterilizaron por filtración con membrana milipore de 0.2 pra 
(Biotech. Riverton, NJ) . F'ara determinar la variación de pH se 
agreg ó azul de b romot i mo1 0.02 g/1 (S igma. Co San luis, Mo) . 
Esta prueba fué realizada en tubos de ensayo de 18 x 150 mm 
con tapón de rosca y repetida en caja de petri. con discos de 
pape1 f i 11 ro impregnados con 1a fuen te de carbono 
seleccionada, todos los ensayos se realizaron con suspensiones 
de A. vine LancH i de 24 hrs suspendidas en solución salina 0*85 
7. (143, 178). 
De las muestras de suelos almacenados por 30 años se 
aislaron en agar nutritivo algunas colonias (10 de cada 100 
con s i deradas semejan tes) y que microscóp i c amen te no se 
relacionaron con los géneros Aso L abete t er spp o BclcULus spp, 
ti fíe ron al Gram v se realizaron las siguientes pruebas 
bioouim i cas: c rec un i en to en anaerobi osís, c i toe romo oxi dasa, 
formac i ón de ác ido y gas de g lucos a y lac tosa, D rodu.ee i ón de 
acetil metil carbinol (Vogues—Proskauer), utilización de 
c i tratos como ún ica fuente de carbono, hidrólisis de urea, 
movilidad, formación de HzS e inool (49, 74, 143). 
d).- PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD DE LAS CEPAS DE AZCTOBACTER 
VINELAHDII A ANTIBIOTICOS Y AGENTES QUIMICOS 
Para esta prueba fueron usados agar nutritivo v agar 
Burk como base para determinar la resistencia de los aislados 
de A. uin&Laneti i a antibióticos (162, 187) imoregnados en 
sens id i seos con 1as s i gu ien tes concen trac iones en ug/mi: CM 
cioranfenicol 25.0, SM estreptomicina 25.0, TC tet rae i c I i na 
15.0, AP amo ic i 1 ina 15.0, CB carbenc i lina 15.0, K kanamic i na 
1.0, NA ácido nalidix ico 20.0, R rifamoicina 10.0, GM 
gentamicina 10.0, E eritromicina 10.0, B bacitracina 10.0, VA 
vancom i c i na 30. 0 (S igma. Co. San Lu i s) . 
Ademas de este ensayo se estableció uno oara estudiar la 
resistenc i a de 1 os aislados de A. xjí ríe I eincí i. ii 1) fenol 0.5 V. 
(o / v) , 2 > benzoato de sod io O.5 '/• (p / v) , 3) fl uoruro de sod i o 
0.01 M (234), 4) tolueno O. 1 7. (v/v) , 5) xileno 0.1 X (v/v> 
(SiyiTia. Co. San Luis) (230) . Asi como en los oest ic idas: 1) 
Sonar 0.1 g/1, 2> Diquat 0.1 g/1, 3) Koplex 0.1 q/1, 4) 
Endothall 0.1 g/1, 5) 2,4-D 0.1 g/1. 6> K. Tea 0.1 g/1 7) 
Karmex 0.1 y/1 y 8) Aquazine O.1 g/1 (Aldrich. Co. Milwaukee) 
(16, 17, 18, 19) con sensidiscos por observación del 
crecimiento o inhibición de los ais1ados después de una 
semana de incubación a 30 °C (250). 
Los a i s 1 ados de A. ui rte L arid l i de los sue los se 
compararon con 1 a cepa de col ecc i ón A-zo tobac t er u i ne L a.nd. l i 
ATCC 12837 y simultáneamente se conservaron en AB y AN. 
e).- DETECCION DE LOS ADN-PLASMIDICOS EN AZOTOBACTER. VINELAND2I 
e.l).— Condiciones de cultivo 
Las 12 cepas de A. xti.ne'La.nd.i i, 7 aisladas de los suelos 
almacenados por 30 afíos se designaron: Oíd—8, Oíd—R, Oíd—Si, 
Oíd—83, Oíd—8b, Oíd—E y OId-8i, 5 cepas aisladas de los 
suelos recién colectados: L-2, D-l. S-6A, UW-A1 y 2489, al 
igual que 4 cepas de Esch&richict coli con ADN—plásmido de 
peso molecular conocido: Col El (4.2 MDa), R6-5 (61 MDa). RP4 
(34 MDa) y R6—k (24.7 MDa) se usaron como referencia (lóS), se 
cultivaron en matraces de 3000 mi con 1000 mi de caldo Burk 
enriquecido, con l.O V. de Bacto—peo tona y 5.0 '/. de extracto de 
levadura (Difco, Detriot, Mich) (92, 249). 
Los matraces se incubaron a 28 °C durante 2 días en 
agitación rotatoria a 250 rom, hasta que las células 
alcanzaron una densidad óptica de 0.8 — 1.0, por medición en 
esoectrofotómetro Bauch y Lomb 20, a 600 nm (169). 
e.2).— Aislamiento de ADN—p1ásmidicos 
Las células de las cepas de A. U I N E I A N D I I y E. C O L ¿ , se 
cosecharon en una centrífuga refrigerada (modelo Superspeed 
RC2-B. Sorvall. San Francisco, CA) a 6000 X g por 20 minutas, 
se desechó el sobrenadante y el paquete celular se 
resuspendió en 1 mi de regulador E (solución de 40 mM de 
Tris—Tham—Tris, Hidroximetil aminometano (Fisher. Co. 
Fairlawn, NJ), se mezcló con 1.5 mM de Ácido etilen diamino 
tetracótico y el pH se ajustó a 7.0 con ácido acético 
glacial), dos mi de regulador de lisis fueron aRadidos al 
paquete celular. Este regulador fué una solución acuosa de 1.5 
V. (p/v) de dodecil sulfato de sodio (Fisher, Co. Fairlawn. 
NJ), en 40 mi de regulador Tris. El pH se ajustó a 12.5 con 
una solución 2 N de NaOH, se mezcló suavemente la suspensión, 
se incubó en baño de agua a 65°C, por 60 minutos, luego 6 mi 
de una solución fenol-cloroformo (Fisher, Co. Fairlawn, NJ") 
1:1 (v/v), fué agregada delicadamente inviertiendo el tubo una 
sola vez para me ¿clar. La suspens ión celular fué cen tri fugada 
a 7500 x g por 15 minutos. La fase acuosa derivada de las 
células 1isadas que se observó en la mezcla contenía las 
moléculas solubles con ADN y ARN, fueron colectadas con una 
pipeta plástica (Drummond- C. Samco. San Francisco, Ca) y se 
transfirieron a tubos de 5 mi para almacenarse a 4 °C hasta su 
análisis por electroforesis en ge1. La interfase que se formó 
rica en ADN cromosoma1 se desechó de acuerdo con: Hada y 
Sizemore (114), Hardman •et.al. (120), Hill y Carlisle (123), 
Holben et.al. (130) y principalmente Kado <146). 
e.3).— Electroforesis en gel 
Un gel de agarosa horizontal (Marine Colloids. Co. 
Rock 1 and, Me) se uso para la detecc i ón de los p 1 ásm idos. Los 
geles fueron preparados con 0.7 7. (o/v) de agarosa (Sigma. Co. 
San Lui s, Mo) para separar 1os p1ásmi dos, mien tras que una 
concentrac i ón de 0.4 '/. (p/v) de agarosa se uso para la 
determinación del peso molecular de los plásmidos <170). El 
aparata de electroforesis (modelo LKB. Broma, Sweden). se 
manejé con una corriente de 18 V y 120 V (169). En los geles 
de agarosa se ana1 izaron 9 de 1 as muestras con 3 pl de 
revelador compuesto por una solución acuosa con 20 mg/mi de 
dodecil sulfato de sodio SDS (Sigma. Co. San Luis, Mo) y 1 mi 
de azul de bromotimol 7 M (174). 
e.4).— Tinción y fotografía de los geles 
Para la detección y observación de los 
ADN—p1asm i d i eos, los ge1es de agarosa fueron teñidos por 3 
minutos con una solución de 0.5 ¿jg/ml de bromuro de etidio 
(Siama. Co. San Luis, Mo), diluido en 1000 mi de amortiguador 
£, después se 1avaron en e1 mismo amortiguador E. Se colocaron 
en el Transíluminador (modelo 3—3000, Fotodyne. Inc. New 
Ber1 in) y se fotografiaron con una cámara Polaroid (CU—5 Land 
tipo 665) provista de un filtro No. 25 naranja (Eastman. 
Kodak. Co. R o c h e s t e r ) c o n un tiempo de exposición de 2.5 
minutos (63, 170). Todo el material de vidrio fué previamente 
esteri 1 i zada para eliminar la act i vidad de nucleasas, y se 
usaron guantes de 1átex para preven i r contaminac i ón de las 
muestras con nucleasas de la piel (170). 
f).- ENSAYO SOBRE LA POSIBLE FUNCION DE LOS PLASMID0S 
Detectados los olásmidos en las 12 cepas de A. 
vine lancH i. , se utilizaron los resultados de la caracterización 
b ioauímica de la resistencia a 1os ant ib i ót i eos y otros 
agentes químicos, la capacidad de fijación biológica del 
nitrógeno y la síntesis del pigmento fluorescente verde como 
base para establecer alguna relación entre esas 
características y los p1ásmidos (127, 191, 206). 
g).- ENSAYO DE ELIMINACION DE PLASMID0 (CURACION) 
Para verificar que los plásmidos estaban relacionados 
con alguna de las características bioquímicas -y/ó pruebas de 
resistencia realizadas, las 12 cepas de A. vineLandi¿ se 
inocularon en medio Burk enriquecida (65) con triptona 0.5 V. y 
extracto de levadura 0.25 % <Difco. Detroit, Mich) adicionados 
con dodecil sulfato de sodio- (SDS) O.625 g/l» naranja de 
acridina (NA) Sigma. Co. San Luis, Mo) 0.25 mM y bromuro de 
etidio (BE) 0.125 mM. Este medio de cultivo fué preparado en 
matraces de 500 mi con 150 mi de volumen de trabajo. Los 
matraces se agitaron a 250 rpm por tres días a 37 °C, para 
luego recuperar las células en agar Burk y/ó AN, se repitieron 
los ensayos de utilización de diversas fuentes de carbono, 
patrón de res ¿ stenci a a an tibí oticos y agen tes au1mieos, 
reducc1ón de acet i 1eno y síntesi s de p i gmen to f1uorescen te 
verde, rea1 i zando la técnica de extracci On, purifi cac1ón, 
caracterización de los plásmidos y electroforesis en gel para 
comprobar la eliminación (curación) del plásmido por efecto de 
SDS, NA y BE (79, 169)v. 
h).- COMPORTAMIENTO DE AZOTOBACTER VINELANDI1 EN SUELOS 
ESTERILES Y NO ESTERILES EN DIFERENTES TIPOS DE TEXTURAS 
Con el propósito de observar el efecto de la presencia 
y/o ausencia de los plásmidos sobre el comportamiento de las 
ceoas de A. -o i ri&la.rudi i L—2 y OLD—81 fueron inoculadas en 
suelos estériles y no estériles de las series Burleson y 
Croe kett. En v i ales de 20 mi con tapón de rosca se 1es ag regó 
10 g de suelos secos y tamizados. los suelos fueron 
esfceri 1 i sados en autoclave 121°C por una hora durante tres 
di3s. Las células de A. uínelandü fueron activadas en agar 
Burk 48 h, lavadas con solución salina 2 veces por 
centrifugación a 3000 rpm/15 minutos, para resuspender el 
oaauete celular en amort iguador de fosfatos oH 7.0. Estas 
células fueron incubadas por 48 h a temperatura ambiente, 
lavadas de nuevo por centrifugación con solución salina, la 
suspensión celular fué ajustada a 2.0 X 103bacterias/ mi e 
inoculadas en los 10 g de suelo (126, 179). Para registrar el 
comoortami ento de 1 as cepas en 1os sue1os se rea1 i zaron 
cuentas viables a intervalos variables (198). 
Para registrar la sobrevivencia de las cepas de A. 
•vine LcltícLí i L—2 y OLD—81 en 1 os sue 1 os no estéri les. 1 as 
células fueron preparadas como se describió previamente, 
inoculando 1 x l'Otí celulas/ml en 10 gramos de suelo (67, 
102). La selectividad del agar Burk se basó en la süición de: 
cloranfenicol 25 ¿jg/ml (Sigma. Co. San Luis), benzoato de 
sodio al 0.5 V. (p/v), micostantm 0.1 q/'l (p/v) (Sigma. Co. 
San La i s) y f en o 1 ¡"».2 /; (p / v) (AJrrich. Co. Mil weukee) (1 15. 
141), con sust i tucion ae y iucosa por ramnosa í Di feo. Detro11', 
como única fuente de carbono. realizando cuentas viables a 
intervalos de 5 días durante 15 días. 
R E S U L T A D O S Y D I S C U S I O N 
A.- ANALISIS DE LAS POBLACIONES SOBREVIVIENTES DE 
MICROORGANISMOS AEROBIOS DE SUELOS ALMACENADOS POR 
DIFERENTES PERIODOS 
En la Tabla No 1. se muestran las poblaciones de los 
microorganismos sobrevivientes de los suelos del estado de 
Ttíxas. Las bacterias como s« ha reportado i ueron el grupo de 
sobrevivientes numeroso encontrado, a pesar del tiempo de 
almacenamiento de algunas de las muestras de los suelos. Por 
lo que la diferencia entre el promedio de las densidades de 
las poblaciones bacterianas de los suelos almacenados por 30 
afíos fué de 1.2 X 10° UFC/ g de suelo seco, dos unidades 
exponenciales menos que el pro medio de las poblaciones 
homólogas aisladas de los suelos recién colectados de 3.0 X Q 
10 UFG/ g de suelo seco y el menor promedio de las 
densidades de las poblaciones de bacterias sobrevivientes 
encontrado fué en los suelos almacenados por 11 arios de 5.2 X 
10 / g de suelo seco C2 y 4 unidades exponenciales menos eri 
relación al promedio de las poblaciones bacterianas de los 
otros suelos respectivamente >. Lo que sugiere que: la 
capacidad de resistencia fisiológica de las poblaciones 
bacterianas, al tipo y condiciones fisicoquímicas de cada 
suelo influyeron para que su tasa de muerte fuese menor en 
los suelos almacenados por 30 años y mayor« en los suelos 
almacenados por 11 años (64, 1 9 8 T a m b i é n se consideró que 
estos resultados fueron relativos y na r-ef le jaron las 
densidades reales de lu¿> poblaciones bacterianas» por varias 
razones: i> limitaciones ampliamente conocidas de la técnica 
de cuenta viable en placa C 3» 4, 14 >» ii.> abatimiento 
f isiológico ocasionado en las células microbianas por el 
cambio del medio ambiente a las condiciones artif iciales de 
aislamiento empleadas, las que pudieron transformar las 
células de bacterias cultivables en células vivas pero no 
cultivables en los medios artificiales de laboratorio (14, 15, 
43) . 
El promedio de las densidades de las poblaciones de los 
actinomicetos sobrevivientes de los suelos almacenados por 30 
años fué de 2.0 X IO2 UFC/ g de suelo seco, el cual fué 
diferente al promedio de las densidades de las ooblaciones 
homólogas de los suelos almacenados por l1 aRos de 17.O X 103 
UFC/ g de suelo seco y el promedio de las densidades de las 
poblaciones de los actinomicetos encontrado en los suelos 
colectados recientemente fué de 6.60 X 10 UFC/ g de suelo 
seco. Aunque los actinomicetos son microorganismos autóctonos 
del suelo (4) no e'«isten recortes de una capacidad de 
sobrevivencia en suelos por periodos semejantes a los de esta 
investigación. Lo anterior sugiere que los actinomicetos 
sobrevivientes en los suelos almacenados oor 30 años pudieron 
utilizar ciertas formas de resistencia a las condiciones 
adversas que existen en los suelos (64) (como la falta de 
humedad) y que a su vez inhibieron cualquier actividad 
metabòlica (97), reduciendo de ésta manera la velocidad de su 
tasa de muerte ( 121, 137), lo que se ha comprobado al 
disminuir el contenido de humedad en el suelo que induce a la 
formacion de estructuras de latencia o persistencia (182, 240, 
254). Aunque será necesario una investigación más profunda de 
estos actinomicetos para establecer el o los mecanismos 
resoonsables de su persistencia. 
El promed io de 1as densi dades de poblac iones de 
oropágulos fúngicos sobrevivientes fueron de 25 UFC y 1.5 X 
IO2 UFC / g de suelo seco en los suelos almacenados oor 30 
años y 11 años respectivamente, en tanto que en los suelos 
recién colectados el promedio de las densidades de poblaciones 
de propágulos viables fué de 7. 1 X 10"* UFC/ g de suelo seco, 
lo que sugiere que a pesar de las 1 imi taciones de la técnica 
de cuantificación empleada, no se reflejó el tamaño real de 
las poblaciones fúngicas, aunque se logró detectar la 
presencia de propágulos viables en los suelos almacenados por 
30 y 11 años, posiblemente por que las condiciones de pobreza 
nu.tr i c i onales y 1im i tac i ones de humedad de estos sue1os 
impidieron su crecimiento <85, 87, 93) y por tanto estimularon 
coito ya se explicó ia f orm-ac i ón de al gunas estructuras de 
resistencia, prolongando su viabilidad (98, 99) por periodos 
mayores a los conocidos (4, 100). En ninguna de las muestras 
de los sue1os anal i zadas se detec tó 1a preseñe i a de levaduras, 
lo que se atribuyó al pH y a la composición fisicoauímica de 
los suelas estudiados''\(4) . 
B.- PORCENTAJE DE LAS BACTERIAS AISLADAS DE LOS SUELOS 
ALMACENADOS POR DIFERENTES PERIODOS 
En la Tabla No. 2 se presentan los porcentajes de las 
bacterias aisladas de los suelos almacenados por diferentes 
períodos de acuerdo con su morfología y reacción al Gram. En 
ella se muestra aue contrario a lo reportado (3, 27, 32), el 
mayor porcentaje de bacilos Gram <—) fué de 41.3% en los 
suelos almacenados por 30 años y no en el porcentaje obtenido 
de la morfología bacteri ana de 1os sue1os rec i én colectados de 
30.2% y de 39.02 en los almacenados por 11 años, lo que 
confirmó la existencia de una inusual población bacteriana 
caren te de estructuras de resistencia conoc idas <124. 152) 
como las esporas, mientras que el menor porcentaje se observó 
en los bacilos ©sporulados Gram ( + ) de 37.07. en los grupos 
bacterianos de los suelos almacenados por 11 años (171, 210), 
de 51.07. y 56.1% en las bacterias de los suelos almacenados 
por 30 años y rec i én coleetados respect i vamente- Mi en tras que 
el porcentaje total de ios bacilos Gram (+) en los suelos 
almacenados por 30 años fué de 58.7% de los cuales un 7.77. no 
fué forma.dor de esporas, lo anterior parece reafirmar que 
existen otros mecanismos de resi stencia natura1 de los 
microorganismos a factores adversos del suelo (97, 138, 201), 
ésta misma tendencia fué observada en los grupos bacterianos 
de los suelos almacenados por 11 años en los cuales el 39.OX 
fué de bacilos Gram <-) , el 617. de bacilos Gram ( + ) y el 24.0% 
de bacilos Gram ( + ) no esporulados (29, 152). 
C.- DENSIDADES DE LAS POBLACIONES DE AZOTOBACTER SPP 
SOBREVIVIENTES DE LOS SUELOS ALMACENADOS POR DIFERENTES 
PERIODOS 
Las Tablas No. 3, 4 y 5 presentan las densidades de las 
poblaciones de A-zotobác t&r- spp sobrevivientes de los suelos 
del estado de Texas almacenados por 30 y 11 años, así como las 
densidades de estas poblaciones en los suelos recién 
colectados. En estas tablas se muestran que las poblaciones de 
•y 
las azotobacterias fluctuaron desde 0.0 hasta 9.0 X 10 UFC/ g 
de suelo seco. La Tabla No. 3 confirma los datos conocidos 
sobre la capacidad de sobrevivencia de A-zotohac: t&t- spp en 
algunos suelos (i78, 214, 244), lo que sugiere que 
efectivamente esta bacteria posee uno o varios mecanismos de 
resistencia a las condiciones adversas de los suelos (210), 
estos mecanismos de adaptación fisiológica (222) le 
perm i t ieron no sólo permanecer vi ables sino tamb i én 
cultivables (256), lo anterior no necesariamente significó que 
fué deb ido a la formac i ón de quistes (29, 64, 152). La Tabla 
No. 4 muestra que las densidades de las poblaciones de 
A-zo tobcLC ter spp sobrevivientes encontradas en los suelos 
almacenados por 11 años, fueron menores comparadas con el 
mismo promedio de las densidades de las* poblaciones de 
azotobacterias detectadas en los suelos almacenados por 30 
años y recién colectados, lo que parece sugerir que el tipo 
de sus1 o fué el factor más importan te que inf1uyó en 1a 
sobrevivencia de las azotobacterias (64). En la Tabla No 5 se 
muéstra s 1 rango de v^r^iAC i ón de las pob 1 ac i ones nat ivas de 
las azotobacterias presen tes en 1os suelos rec i én colectados 
del condado de Dentón, que como se esoeraba, en general 
dieron las mayores densidades de poblaciones en comparación 
con las densidades de las poblaciones nativas de las 
-a ^ ü^abac te?r i as de los otros suelos (143, 203), aunque sn 
ñ 1-jitnns sus 1 os no se detect ó n inguna pob 1 ac i ón nat i va se 
supone aue ésto se debió al tipo de suelo. (14, 15, 44). 
D.- IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y BIOQUIMICA DE LOS AISLADOS 
DE AZOTOBACTER SPP SOBREVIVIENTES DE LOS SUELOS 
ALMACENADOS POR DIFERENTES PERIODOS 
En relación a las características generales 
m ic rose óp i cas, macroscóp i cas y b i oquímicas, de los ai si ados 
sob revi v i en tes sospechosos de ser Aso tóbeteter de los sue1as 
almacenados oor 30 años v suelos recién col =c r ¿c :? = "»o se 
encon t ró r inguna d i feren te - i as reportadas en la 1 i teratura 
¡.143, 234). _ o= .i'siados correspondieron a bacilos G (-) , al 
-- - =n med i o sin ni t reo en o y h ierro 1 iberaron un p igman to 
fluorescente verde, mostraron capacidad de fijar nitrógeno, 
medida par la técnica de reducción de acetileno al cultivarse 
sn fned ' o c árente de ni t r ógeno comb i nado, y formaron ÚU i s tes en 
medio de Burk con n—butanol como fuente de carbono después de 
4S h de incubación. La Tabla No. 6 presenta las 
características bioauí micas de los aislados de Azotobac t&r 
=PP sobrevivientes de los suelos almacenados por diferentes 
o9"iodos. Se observaron diferencias entre 1os aís1ados de 1os 
suelos almacenados oor 30 años y los aislados de los suelos 
rec i én co1ectados, 1o que permi t i ó estab1ecer aue se 
encon t raron d i versas cepas de Aso tóbete ter vin&La.nd.i i. En 
general los aislados aue provenían de los suelos almacenados 
por 30 años fueron bioquímica y fisiológicamente más 
versátiles, que los aislados de los suelos recién colectados; 
de las muestras de suelos clasificadas como Austin y 3.3 
Con t ro1 almacenados por 30 años, se encontró que 
aproximadamente un 10"/. de los aislados analizados pertenecían 
a la especie de A. vine Lctridi i (fueron designadas como OLD—R, 
OLD-S, 0LD-8A, 0LD-8b, OLD-83, OLD-E, 0LD-8r, 0LD-8c y 
OLD—S x) ; mi en t ras que de 1as 19 muést ras de 1os sue1os recién 
colectados se aislaron 12 cepas de A. uineiandii (designadas 
como S —£>A, Wild, S-9, ló-AB, S-61, B-16A, L-2, 0-1, S-6, 
WU-AL, UW y 2489), de las muestras de suelos número 22, 24 y 
25 lo que significó un 11'/. del total de la población de 
azotobacterias detectada (178, 180, 181), en otras palabras la 
mayor parte de 1 as pob.l ac i ones nat i vas de Aso tóbete ter en todos 
los suelos, correspondió a la especie de A. chrococc-um. 
E.- IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE BACTERIAS GRAM NEGATIVAS 
AISLADAS DE MUESTRAS DE SUELOS ALMACENADOS PDR 30 AROS 
En la Tabla No. 7 se muestra que se encontraron otros 
grupos bac ter ianos d i ferentes a las azotobacter ias que 
pudieron sobrevivir a las condiciones de almacenamiento por 30 
años. En generaI, parece ser que estas bacter i as no fueron 
metabólicamente activas probablemente a causa del abatimiento 
nutricional al que estuvieron sometidas (lí, 12, 121). el 
cual afectó su capacidad de respuesta a las pruebas 
bioauímicas usadas para su identificación. en base a las 
cuales se sospecha que pertenecen a algunos miembros del 
género Ps&uc¿omort.a.s y Citrofaacter (143), éste también es el 
primer recorte de la sobrevivencia de estos géneros por un 
periodo de 30 años. Ningú D1ásmido fué aparentemen te 
detectado en estas bac ter i as. 
F.- PATRONES DE RESISTENCIA Y SUSCEPTIBILIDAD A DIVERSOS 
AGENTES QUIMICOS DE LOS AISLADOS DE AZOTOBACTER VINELANDII 
RECUPERADOS DE SUELOS ALMACENADOS POR DIFERENTES PERIODOS 
La Tabla No 8 presenta los patrones de resistencia y 
susceptibilidad de aislados de A-zotob&c ¿er v i ne í a.nc¿ l i 
recuperados de suelos almacenados por di feren tes períodos a 
varios agentes químicos y antibióticos. Se muestra, que el 
periodo de almacenamien to de 1 os suelos no afec tó 
totalmente la caoacidad de resistencia de las ceoas a los 
distintos inhibidores microbianos, lo aue sugirió que la 
diferencia entre la resistencia de las cepas de A. \>in&la.ncli.i 
aisladas de los suelos almacenados por 30 años y la de las 
cepas de A. uíneiandii aisladas de los suelos recién 
colectados, fué debida", a que las cepas de Azotoba.o t&r aisladas 
de los suelos almacenados por 30 años al permanecer en estado 
de semilatencia o latencia (121, 201, 210), no desarrollaron 
ningún mecanismo de adaptación o resistencia contra estos 
compuestos (46, 64), mientras que la resistencia a 
c1oran fen icol probablemente se deb i ó al intereambi o de 
información genética de AsoLoba.c t&r- con otros gruDos 
m i c robi anos del suelos res istentes este an t i b i ót ico (70, 72) 
pues se sabe que, a pesar de las condiciones adversas 
naturales, el intercambio de información genética es posible 
(71, 75 ), adquirir no sólo la resistencia ai cloranfenicol, 
sino también la capacidad de mantener esta información (81, 
96) durante un largo período. 
G.- PATRONES DE RESISTENCIA Y SUSCEPTIBILIDAD A COMPUESTOS 
AROMATICOS POR CEPAS DE AZOTOBACTER VINELANDI1 
RECUPERADAS DE SUELOS ALMACENADOS POR DIFERENTES 
PERIODOS 
La Tabla No. 9 muestra los patrones de resistencia y 
susceotib i 1idad a compuestos aromáticos: fenol, tolueno y 
x i leño por cepas de A. uineiaadii a i siadas de suelos rec1én 
colectados, indicándose que 3 de las 5 cepas probadas fueron 
resistentes y 2 fueron completamente susceptibles, la 
diferencia entre la resistencia y susceptibilidad de las cepas 
pudo ser el resultado de la composición química y 
contaminantes de los suelos a partir de los cuales fueron 
aisladas, ya que existen evidencias de la presencia de estos 
compuestos en algunos suelos (13, 19) y de Que los 
microorgani smos nat i vos t ienen 1a capac i dad de adquirir 
p1ásmi dos que conf i eren resi stenci a a estos compuestos Dor 
diversos mecanismos biológicas ( 97, 157). En contraste 
n inguna de 1 as cepas de A. xji lcindi i ais 1 adas de 1 os suelos 
almacenados por 30 aRos fué resistente a estos compuestos 
aromáticos, lo que apoya a1 argumento de que 1a capac idad 
metabólica de 1os mi croorgan i smos depende de su in formaci ón 
genética y del medio ambiente en el cual son activos (lió, 
125, 145) . 
H.- PATRONES DE RESISTENCIA Y SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS 
POR CEPAS DE AZOTOBACTER VINELANDII AISLADAS DE SUELOS 
ALMACENADOS POR DIFERENTES PERIODOS 
Las Tablas 10 y 11 muestran la resistencia y 
suscep t ib i 1 idad de las cepas de A. vin&Landii aisladas de 
suelos almacenados por diversos períodos, 30 aRos v suelos 
recién colectados a un grupo de 13 antibióticos con diferente 
sitio de actividad antimicrobiana, en general se encontró que 
todas las cepas de A. vi.nela.rt.dii fueron más resistentes a los 
antibióticos semisintéticos como: ampicilina y carbencilina 
inh ib i dores de pared celular, c1oranfen icol inhibidor de 
síntesis de proteínas y rifampicina inhibidor de la síntesis 
de ácidos nucleicos, que al resto de los antibióticos 
probados, con claras diferencias en los patrones específicos 
de resistencia dé cada cepa, lo que muy probablemente se 
deriva del origen de 
condiciones del suelo 
236) . 
las cepas <42, 51, 78) 
a parti r de1 cua1 fueron 
o del tipo y 
aisladas (44, 
I.-PATRONES DE RESISTENCIA Y SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS 
POR CEPAS DE AZOTOBACTER VINELANDII AISLADAS DE SUELOS 
ALMACENADOS POR DIFERENTES PERIODOS ANTES Y DESPUES DE 
LA ELIMINACION DEL PLASMIDO 
Cuando Las cepas fueron some t i das al t ratami en to a u n m co 
de eliminación del ADN—p1ásmidico (Tablas No. 12 y 13). se 
encontró que la resistencia de A. \>in& Icltuíí l cepas OLD-R , 
OLD-81, 0LD-B3, S-6, L-2 a c1oranfen icol desaparee ió, lo mismo 
fué observado en las cepas L—2 a ácido nalidíxico, UW—AL a 
kanamicina, OLD-S a ri.fampicina y ampicilina, OLD—B3 y UW-AL a 
estreptomicina. Lo que sugirió que esta capacidad de 
resistencia a antibióticos se originó en un factor R 
compartido por las cepas aisladas de suelos almacenados por 30 
años y las cepas de A. vin.Gla.-n.cLii. aisladas de los suelos 
recién colectados (34, 73). Lo anterior también sugirió que 
la información genética responsable de esta resistencia fué lo 
suficientemente estable para expresarse y transferirse entre 
especies del mismo genero (253) o con otras bacterias 
saprobias del suelo (S, 9, 97), ya que se ha reportado que la 
transferencia de genes puede sucederse en los ecosistemas, 
suelo-agua-ai re en una mayor frecuenc ia de lo que se supone 
(165, 202, 261 ), evidencias experimentales han demostrado que 
existe un verdadero intercambio de ADN entre especies de 
bac ter i as genét i camen te d i stantes y obviamente común entre 
especies del mismo género (237), especialmente hoy, cuando la 
ingeniería genética ha introducido al medio ambiente 
microorganismos con ADN modificado (238, 242) -y que se evalüa 
e1 efec to de la di spersi ón de estos nuevos genes en tre 
m icroorgani smos nat i vos de 1os d i versos ecos i stemas (232, 236, 
J.- CARACTERISTICAS 0INERALES DE LOS PLASMIDOS DETECTADOS EN 
CEPAS DE AZOTOBACTER VINELAMDII ASOCIADAS A LA 
RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS 
Las Tablas No. 14 y 15 muestran las características 
generales de los plásmidos de las cepas de A. -u i ne- L a.nd. i i 
resistentes a antibióticos, aisladas de suelos almacenados 
por 30 años y suelos rec i én colec tados. En ambas se muést ra 
aue sólo encontró un olásmido por cepa, cuyo peso molecular 
que? fluctúa entre 20 a 52 MDa, en general con una doble 
resistencia a otros antibióticos. Parece ser que el plásmido 
de la cepa OLD—81 sólo contenía resistencia para 
cloranfen icol, como en las cepas D—1 y S—6 lo tuvieron para 
estreptomicina y gentamicina. Lo anterior sugiere que la 
resistencia a antibióticos no requiere de una continua 
inducción humana para que bacterias saorobias como 
A-s.otci'bcLC t&'c la desarrollen <94. 147, 233), sugiere también 
que las propiedades de poseer y transferir factores R puede 
ser natural entre los microorganismos autóctonos, antes del 
uso generalizado de antibióticos en la vida del hombre, lo que 
significa que esta capacidad de resistencia plasmídica va se 
presentaba en la naturaleza gen-ética de los microorganismos 
<70, 71, 83), evidencia de ello son investigaciones en suelo y 
aoua aue han demostrado que en algunos sitios donde jamás se 
han aplicado antibióticos, los microorganismos nativos poseen 
res istene ia c romosomal y/ó en o 1ásmi dos (8, 51, 81). 
i 
Los plásmidos detectados previamente en las cepas de A. 
vine La.n.c¿i i no habí an mostrado poseer a 1 guna f une i ón b iológ ica 
definida (169. 206), por 1o que reportes •revios para esta 
especie los consideraron de tipo críptico (169). Este es cues 
el pr imer reporte que asoc i a la o reseñe ia de p1ásmi dos tipo R 
en cepas sobrevivientes de A. \jin.&la.ridii aisladas de suelos 
almacenados por 30 años y cepas de la misma bacteria aisaldas 
de suelos recién colectados. También se estableció que la 
proporción de las cepas de A vineLandi i que contenían un solo 
plásmido fué de 40 V. y 30 7. en relación al total de la 
poblac i ón de A. virusIclti.<¿í i aislada de 1 os suelos almacenados 
por 30 años y de los suelos recién colectados respectivamente, 
p ropore i ón reíat i vamente a1 ta comparada con invest i gaciones 
de frecuencia de plásmidos en otras bacterias de suelo y 
acuáticas, en zonas con alta y baja incidencia en el uso de 
antibióticos <22, 26, 91). 
Otros trabajos señalan que las células bacterianas 
pueden poseer plásmidos por períodos de almacenamiento no 
mayores a 2 años y que estos plásmidos pudieron mantener 
alguna característica biológica funcional por un tiempo máximo 
de 2 años (54, 55, 259), sin embarga estas investigaciones no 
aclaran el o los mecanismos de preservación (criptobiosis) de 
los plásmidos en las bacterias en condiciones naturales, 
Aunaue sí establecen la posiblidad de que durante períodos en 
los cuales el medio ambinete no permite el crecimiento 
microb i ano, med i an te mod i f i cac iones de la f isi olog í a celu1ar 
el material extracromosómico no sea utilizado como una fuente 
de carbono y energía (81, 184, 188), de manera que al cultivar 
artificialmente en el laboratorio estas células sobrevivientes 
el olásmido pueda expresare acorde con la inducción específica 
(62. 96). Con la posibilidad de que estos plásmidos tipo R 
sean transferidos entre células bacterianas de igual o 
diferente género (195, 145, 204). 
La capac idad de resi stencia de las cepas de A. 
vin&lartdii, se explica en la Tabla No. 16 que muestra que la 
resistencia de las cepas de A. vin.ela.ndii aisladas de suelos 
recién colectados estaba asociada con plásmidos tina R (8), 
ya que al eliminar este elemen to ex traeromosóm ico (curac i ón) 
con agentes químicos, la resistencia de la cepa D—1 a 
estreptomicina se perdió, así como la de la cepa L—2 al ácido 
nalidíxico y cloranfen icol, de igual forma la resistencia de 
la cepa UW-AL a kanamicma y estreptomicina, la cepa S—6 la 
perd i ó a c1oran fen icol. Se encontró que 1a resi stenci a de las 
cepas de A. t> i n.e la-ricti i a i sladas de 1 os suel os rec i é?n 
colectados a cloranfenicol, kanamicina y estreptomicina fué 
coiT.par "c i d'a por las cepas de A. yirtelaadn aisladas de los 
sue1os almacenados oor 30 años, 1 o gue sugiere que 1a 
información genética de resistencia que se encuentró asociada 
a los plásmidos de ambas cepas, fué estable en las 
azotobacterias sobrevivientes aisladas de los suelos 
almacenados por 30 años, lo cual fué demostrado cuando estas 
bacterias se probaron .en condiciones de cultivo artifical 
(62, 239, 259). 
K.- PATRONES DE RESISTENCIA Y SUSCEPTIBILIDAD A PESTICIDAS 
POR CEPAS DE AZOTOBACTER VINELANDII AISLADAS DE SUELOS 
ALMACENADOS POR DIFERENTES PERIDDOS 
Las Tablas No. 16 y 17 contienen datos que muestran la 
resistencia y susceptibilidad a pesticidas por cepas de A. 
•>j\.n&la.ndi i aisladas de suelos almacenados por diferentes 
periodos. En general se observaron diferentes respuestas de 
las cepas de 4. y i ne L arid i i a los pest ic idas, por e jemp lo: las 
cepas de A. xj t. ne L andi 1 ai s 1 ad as de sue los a 1 macen ad os por 30 
años fueron más suscept i bles al 2,4—D que 1as cepas a i s1adas 
de los suelos recién colectados, respuesta semejante se 
detectó para Diauat y K. Tea. Lo anterior sugiere aue el 
con tac to de 1as aso fcobac teri as del sue1o con pest i c i das es más 
frecuente en la actualidad (16, 167) que lo fue hace 30 años 
(94). ésto es: Azotobac. ter probablemente desarrlló resistencia 
a pesticidas por diversos mecanismos, basados en su diversidad 
metabòlica (111), la cual le permitió modificar y adaptar su 
f i. si o 109 í a a la p reseñe i a de mol éculas xenob 1 ót i cas <ió), v / ó 
por intercambio genético con ADN cromosomal o plásmidos de 
microorganismos resistentes a pesticidas (71, 67, 149). 
L.- PATRONES DE RESISTENCIA Y SUSCEPTIBILIDAD A PESTICIDAS 
POR CEPAS DE AZOTOBACTER VINELAMDII DE SUELOS 
ALMACENADOS POR DIFERENTES PERIODOS ANTES Y DESPUES DE 
LA ELIMINACION DEL PLASMIDO 
En las Tab1 as 18 v 19 se muestran 1os eisctos de 1os 
agentes de curación sobre la respuesta de las cepas de A. 
•'jinela.-n.d.ii a los pesticidas, con la demostración de aue 
cuando 1 as cepas de A. ui rt© larudi i a i si adas de sue 1 os 
almacenados por diferentes períodos fueron sometidas a la 
eliminación del plásmido, la resistencia a pesticidas como 
Aquazine (cepas Oíd—81 y L—2), Diauat (cepa L—2) , Endothall 
(cepas Oíd—8, L-2), Karmex (cepa Oíd—81). Koplex (cepas 3—6A), 
K. Tea (cepa UW-AL), Sonar (cepas 01d-83) y 2,4—D (cepas 
Oíd—83, 24S9) se perdió. i_o aue sugirió la asociación de la n 
resistencia a los pesticidas con los plásmicos (16, iS). Como 
ya se ha seña 1ado el valor de este experi mentó radica en e1 
hecho de que las cepas de A. vin&la.ncii il aisladas de los suelos 
almacenados por 30 arios, difícilmente estuvieron en contacto 
con los pesticidas empleados, sin embargo debido a aue existen 
en la naturaleza compuestos análogos (103b. 258) la 
pos ib i 1 i dad de aue estas bacterias desarrol1aran un mecan1smo 
de p rotecci ón contra 1os pest ic idas no es remoto (94) . ya que 
existen evidencias de esto con otros comouestos químicos 
artificiales í 16, 114. 167). 
LL.- CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PLASMIDOS DE CEPAS DE 
AZOTOBACTER VINELANDII ASOCIADAS CON LA RESISTENCIA A 
PESTICIDAS 
En el estudio general de los plásmidos asociados con la 
resistencia a los pesticidas, en las cepas de A. vine la.rt.cLi i se 
encontró que el peso molecular de los p1asmidos de las cepas 
aisaldas de los suelos recién colectados fluctuaron entre 9 a 
40 MDa mientras que para las cepa de A. \>in&lan<lii aisaldas 
de los suelos almacenados por 30 años fucturaon entre 20 a 29 
MDa. La cepa L—2 aislada de los suelas recien colectados en 
apriencia tenía un sólo plásmido (pL—2) asociado con una 
muitiresistencia a Diauat, Endothall, 2,4—D, y Apuazine, la 
mayoria de estas cepas con ten i an p1ásmidos asoc i ados con 1 a 
resistencia a un pesticida, mientras las cepas de -4. 
•uirie-LancLi i aisladas de los suelos almacenados por 30 años 
contenían plásmidos que fueron asociadas a la resistencia'para 
Karmex y Aquazine (pOLD-81), Sonar y 2,4-D <p0LD-83> y un sólo 
plásmido asociado a la\ resistenccia a un pesticida. 
La cepa de A. v i as L ctndi i 2489 tuvó el plásmido de menor 
peso molecular de 9 MDa, que en apariencia sólo codificó para 
la resistenccia a 2,4—D, muchas microorganismos autóctonos del 
suelo han desarrollado resistencia contra este pesticida, 
debido a su similitud química con algunos derivados de la 
lignina comunes en e1 suelo (86, 108, 119). Estos resultados 
sugieren, que la resistencia de las cepas de A. \>irí&la.ndiii a 
los pesticidas puede ser una característica genética 
(cromosomal o .en plásmidos) cue al igual que la resistencia a 
antibióticos puede ser preservada y transferida entre géneros 
bacterianas afines y diferentes, como lo han demostrado 
investigaciones realizadas en sitios fuertemente contaminados 
con pesticidas (26, 183, 237). 
M.- COMPORTAMIENTO DE CEPAS DE AZOTOBACTER VINELAND2/ EN 
SUELOS ESTERILES Y NO ESTERILES CON DIFERENTES TIPOS 
DE TEXTURAS 
Las Figuras No. 1 y 2 muestran el crecimiento de la cepa 
de A. %>inela.ndi i L—2 PLA y F'LA (con plásmido y sin plásmido) 
introducida en suelos estériles con diferentes tipos de 
texturas. En estas figuras puede observarse que la velocidad y 
el crecimiento máximo de la cepa no fué afectada por la 
presencia o ausencia del plásmido, con lo que se confirman 2 
cosas, por un lado la capacidad de crecimiento de A-zotoba.>z ter 
en diferentes tipos de texturas por la probablemente 
utilización de los compuestos orgánicos complejos de los 
suelos como fuente de carbono (1Ü3, 177, 258), y por otro la 
no dependenc ia de la pac teria al p1asmi do (149, 204) . 
La Figura No. 3 muestra el crecimiento de A. vinelandi i 
cepa OLD—81 PLA + (con plásmido) introducida en suelos 
estériles con diferentes tipos de texturas, en esta figura el 
comportamiento de la cepa OLD—81 fué semejante al de la cepa 
L—2 aislada de suelos recién colectados. Esta similitud en el 
crecimiento de ambas cepas de A. uionelandii, sugiere que el 
abatimiento fisiológico ai que probablemente la cepa OLD—81 
estuvo somet i da, durante su permanenc ia en e1 suelo almacenado 
por 30 años, no afectó su capacidad de respuesta fisiológica 
para (11, 121, 124) la utilización de los compuestos 
orgánicos como fuente de carbono y energía presentes en 
estos suelos que sólo fueron humedecidos. 
La Figura No. 4 muestra la sobrevivencia de la cepa de 
A. -oinetCLnd.it OLD—81 PLA + (con plásmido) inoculada en suelos 
no estériles con los diferentes tipos de texturas. En esta 
figura se observan curvas de crecimiento más cortas, con una 
menor cantidad de células producidas y un período de 
viabilidad que no sobrepasó los 15 días, este comportamiento 
pudo ser la respuesta de la cepa a 1as condiciones naturales 
del suelo, en el cual Azolobctc ter probablemente expresó el o 
los plasmidos por ciertos períodos (22, 34, 261) en contraste 
con el comportamiento de esta cepa bajo cond ic iones de 
esterilidad (Figs No. 1 y 2), otras posibles diferencias en 
los suelos no estériles fueron: la competencia biológica (60, 
102, 262) y la predación por algunos microorganismos de este 
ambiente (5, 61, 217) que influyeron negativamente en la 
sobrevivencia de la cepa de A. \>in&la.rid.iit al igual que 
compuestos antimicrobianos del suelo que contribuyeron a la 
muerte de las bacterias (46, 163, 231). 
No se muestran las Figuras de las cepas de A. •oirfsla.rid.x.i 
L.-2 PLA + y PLA (con plásmido y sin plásmido) porque al 
introduci rse en 1os sue1os no estériles con d i feren tes t ipos 
de texturas, no se lograron detectar asotobacterias 
sobrevivientes en un período menor de 7 días, probablemente 
pnr que la manipulación de las cepas en el 1aboratorio influyó 
en su pérdida de capacidad de sobrevivencia en el suelo, lo 
que se ha comprobado en A-zo tobac t&r y otros o éneros 
bacterianos que al cultivarse artificialmente, disminuyen su 
resistencia a factores antimicrobianos del suelo, en contraste 
con espec i es bacterianas de 1os mismos g éneros que man ten i das 
en condiciones naturales son más resistentes a estos factores 
(244. 245), o por modificaciones fisiológicas estas bacterias 
pierden la capacidad de crecer en medios de cultivo de 
laboratratorio sin morir (viabilidad) en el ambiente (54, 
259) . 
Finalmente la Figura No. 5 muestra el crecimiento de la 
cepa de A. x>in&la.ndii OLD—81 PLA (sin plásmido) introducida 
en suelos estériles con diferentes tipos de texturas. En esta 
figura se observa aue en apariencia la ausencia del plásmido. 
aumentó la velocidad de crecimiento de la ceoa y redujo su 
capacidad de producción de células en comparación al 
comportamiento de la misma cepa en presencia del plásmido, no 
sabemos porque, pues se supone que el p1ásmido no debió 
influir en la velocidad de crecimiento o producción celular 
aunque esta observación no es concluyente, ya que no se ha 
definido en forma objetiva el papel de los plásmidos en las 
bacterias (34, 76, 190). En general la presencia del plásmido 
en la cepa de A. vin&Landii OLD—81 parece conferir ventajas 
f isio1óg xcas que no se observaron en 1a misma cepa sin 
plásmido (94, 96, 110) . 
POBLACIONES DE MICROORGANISMOS AEROBIOS SOBREVIVIENTES DE 
SUELOS TEXANOS ALMACENADOS POR DIFERENTES PERIODOS 
UFC X 103/g 
PERIODO 
DE SUELO SECO 
EN AROS 
POBLACIONES 30* II2 a RECIEN COLECTADOS 
Bacterias 1.200 52 300.000 
Actinomicetos 0. 2 17 660 
Hongos (propágalos) 0.2 O. 1 71 
Aso t obcto Ler- spp. 520 O. 15 52,000 
Simfeologí a: 
1. — Promedio de IB maestras. 2.— Promedio de 3 mu«atrafi. 
3. - Promedio de 1P muestras, 
PORCENTAJE DE LAS BACTERIAS AISLADAS DE SUELOS 
ALMACENADOS POR DIFERENTES PERIODOS 
CATEGORIAS MORFOLOGICAS 3tV 
PERIODO EN AROS 
*
 9 
1 1 RECIEN COLECTALOS 
Bacilos Gram (—> 
Bacilos Gram (+) 
(Total) 
41. 3 
58.7 
39.0 
61.O 
30.2 
69.8 
No Esporulados 
Esporulados 
Relación 
Sram í—) / Bram (+) 
7.7 
51.0 
0.70 
24.0 
37.0 
0.63 
13.7 
56. 1 
0.43 
simbologl cu 
1= Promedio de 18 mudatraa. 2= Promedio de 3 muestras. 3= Promedio 
de 1P muestras. 
TABLA NO. 3 
D E N S I D A D E S D E P O B L A C I O N E S D E AZOTOBACTER SPP S O B R E V I V I E N T E S 
D E S U E L O S A L M A C E N A D O S P O R 3 0 AFTÜS 
DESIGNACION 
ORIBINEAL 
ORIGEN TIPO DE 
SUELO 
UFC/9 DE SUELO SECO X iO3 
AzoLooacter spp 
EAST SAN ANTONIO C 0 - 30 
SOUTHSIDE SAN ANTONIO c- 0 30 
MAI EST SAN ANTONIO c 0 30 
12. 2.200 AUSTIN c 0 . 090 
MISSION s 10. 0 
61-63 AUSTIN r 1 0. 0 
250—CONTROL AUSTIN c 13. 0 
2-B-63 AUSTIN s 11.0 
J AUSTIN c 37 . 0 
350 KR AUSTIN c N. D 
3.3 CONTROL AUSTIN c 14. 5 
DOWNTOWN MANOR s 6.0 
DOWNTOWN BROOKS c 7. 3 
C. AUSTIN s 1. 0 
SHADVWOOD AUSTIN c 1 . 0 
CONTROL AUSTIN c 0. 72 
S—23~63 
CONTROL V 63 AUSTIN s 0. 10 
CADIulAC AUSTIN s 0. 69 
St-mboloc í a: 
C~ üu6rr.ozémi.co S= arenoso N. t». - No se detectó nungun posible 
AZOTOBACTER. 
TABLA No. 4 
DENSIDADES DE POBLACIONES DE AZOTOBACTEP SPP SOBREVIVIENTES 
DE SUELOS ALMACENADOS POR n AWQS 
DESIGNACION 
ORIGINAL 
ORIGEN SERIE 
DE SUELO 
UFC/Q DE SUELO SECO > lO3 
Aso tobcLC t er spp, 
D DENTON B 0. 90 
F W FORTH W0R1 rn c 5 i. U 
D- I DENTON B 42. 0 
Sun bol oQl a: 
B= Burleson (Areno-so). , C= Crockett (Arenoso-Limoso) 
TABLA No. 5 
DENS i DADE: 
DESIGNACION 
ORIGINAL 
DE LAS POBLACIONES DE AZOTOBACTER SPP AISLADAS 
DE SUELOS RECIENTEMENTE COLECTADOS 
SERIE 
DE SUELO 
UFC/Q DE SUELO SECO / 10 
Aza tabac ter- seo 
. 3 
i U 
1 1 
i 2 
14 
'í 5 
1 6 
1 —y 
18 
1? 
B 
R 
CK 
B 
CK 
CK 
B 
B 
R 
CK 
R 
B 
B 
R 
O. 13 
0. 15 
250. O 
U. 3 
N. D. 
N.D 
250. O 
1.100 
1. 600 
1 ? 600 
4 . 300 
5, 300 
40.000 
30.OOO 
40,000 
40,000 
800 
«?0. OO0 
I O. iJOO 
Stmbolool a: 
B= Birom« (Arenoso-LLinoso). , R= Burleson (Arenoso). , CK-
(Arerioso-Ltmoso), , Suelos del Condado de Denton, Texas. , 
se detectó ningún posible AZOTOBACTER. 
Crocke-U 
N . D. = No 
TABLA No. & 
CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LOS AISLADOS DE 
AZOTUBACTER VINSLAND!I RECUPERADOS D£ SUELOS 
ALMACENADOS POR DIFERENTES PERIODOS 
CARACTERISTICA AISLADOS 
30 AROS" RECIEN COLECTADOS 
Temoer-atura de crecimiento (*C>. 
1 8 + -
30 + + 
37 + 
Crecimiento en aresencis de 17. de NaCl — + 
Utilización de: 
fructosa + — 
Glucosa + +• 
sacarosa + + 
etanol + -
etilenolicol + — 
galactosa + — 
ramnosa , + + 
Simbologí a: 
<+>= reacciún pos i t iva -a. l a prueba. y ^ ó uli ltzacióri . <—>= icci-óri 
ris^ativa cl la. prueba.. 0.= prímediu de xó VIL s L e í d o s . b= promedio d© 
12 aislados. 
CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE AISLADOS DE BACTERIAS G (-) 
SOBREVIVIENTES DE SUELOS ALMACENADOS POR 30 AROS. 
CARACTERISTICA CEPA 
V-7-4 V—7 
Movilidad - — 
Citratos + + 
Indol 
HzS 
Llreasa — — 
MR 
VP 
Fermentación de: 
Glucosa — — 
Lactosa - . -
Simbologí a: 
<+>= reacción positivo. a La prueba, 
prueba. 
<—>= reacción nega t iva a la 
PATRONES DE RESISTENCIA Y SUSCEPTIBILIDAD DE LOS AISLADOS 
DE AZOTQBACTER VINELANDII RECUPERADOS DE SUELOS ALMACENADOS 
POR DIFERENTES PERIODOS A DIVERSOS AGENTES QUIMICOS Y ANTIBIOTICOS 
AGENTE/ANTIBIOTICO ^AISLADOS 
30 AROS RECIEN COLECTADOS 
Bensoato de sodio 0.5 % — + 
Fluoruro de sodio 0.01 M. - + 
Fenol 0.5 '/. — + 
Estreotomicina 25 /-¿g/ml + + 
Carbenci lina 15 ,ug/ml. + + 
Amoicilina 14 ,ug/ml. + + 
Tetraciclina 15 ¿jg/rol. + — 
Cloranfenicol 30 jug/ml. + + 
Micostatina 0.1 mg/mi. + + 
Sitnbologl a: 
<->s suscept ib le . <-t->= re s i s t en te , 
promedio de 12 a i s l a d o s . 
a= promedio de SO a i s l a d o s . b = 
PATRONES DE RESISTENCIA Y SUSCEPTIBILIDAD A COMPUESTOS 
AROMATICOS POR CEPAS DE AZOTOBACTER VZNEZANDII 
AISLADAS DE SUELOS RECIENTEMENTE COLECTADOS 
CEPAS AROMATICO UW UW-AL 2489 S-6A L~: 
FENOL (0.5a) 
TOLUENO (0.1%) 
XILENO (0.17.) 
Si.mbol.ogX OJ 
t->= suscept ib le . <+)= r e s i s t e n t e . 
PATRONES DE RESISTENCIA Y SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS 
POR CEPAS DE AZOTOBACTEP, V1HELANDI1 AISLADAS 
DE SUELOS ALMACENADOS POR 30 AROS 
ANTIBIOTICOS CEPAS 
<¿jü/ml) OLD-R 0LD-S1 OLD-8 OLD-Sb 
Ritamo ic ina 1.0 + + + + 
Ac. nal idi;<ico 20. 0 + + - -
Kanamicina 1.0 - - - + 
Eri tromicina 10.0 + - - -
Vancomicina 30.0 - + - -
Baci trac ina 10. 0 - + - -
Gsntanucina 10. 0 + - - -
Cloran f en icol 25. 0 + + + + 
Es t reo to/n i c i na 25. 0 - - + + 
Tetrac ic1ina 15.0 + - + + 
Amo ic i 1ina 15.O + + + + 
Carbenci1ina 15.0 + + + + 
tficostatina 0. lQ/1 + + + + 
Simboloql o.: 
PATRONES DE RESISTENCIA Y SUSCEPTIBILIDAD A DIFERENTES 
ANTIBIOTICOS POR CEPAS DE AZOTOBACTER VINELANDI1 
AISLADAS DE SUELOS RECIENTEMENTE COLECTADOS 
ANTIBIOTICOS 
( ug / m 1 > D~ I L—2 
CEPAS 
S-6A OW-AL uw 
Ri f ampic i na 1.0 + + + + + 
Ac. nslid ik ico 20. 0 + + + - -
Eritromicina 10. 0 - + + + -
Vancomicina 30. 0 - + + - -
Bac i trac ina 10. 0 - + + - -
Gentamicina 1 0. 0 - - + - -
Kanamicina i .0 + - + - + 
Cloranfenicol 25. o + + + -4- + 
Estrep tofiiic ina 25.0 + - - + + 
Tetrac ic1ina 15. O - - - - -
Amoici1ina 15.0 + + + + + 
CarbsnciIina 15.0 + + + + 
flicostatina 0.1 g/1 + + + + + 
SniiboLoüJ 
<-)= susc-apt-ible. ) resistente 
PATRONES DE RESISTENCIA Y SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS 
POR CEPAS DE AZOTOBACTER V1NELANDI 1 PLA Y PLA 
AISLADAS DE SUELOS ALMACENADOS POR 30 AFÍÜS 
ANTIBIOTICO CEPAS 
(JQ/itiI) OLD-R __ OLD-81 _ OLD-8 _ OLD-8i __ OLD-83 
Pla + Pía Pia + Pía Pía Pía Pía F'la Pía Pía* 
Rifamoicina l.O + + + + + — 
fi.nai id i x i co 20. 0 + + + + — — 
Kanam i c ina 1.0 - — — — — — 
Eri tromicina 1 0 . 0 + + + + — — 
VancDm idi na 30.0 — — — — — — 
Bac i t rac ina 10. 0 — — — — — — 
Ben t am icina 1 0 . 0 + + + + — — 
Cloranfenicol 25.0 + — + - + + 
Estreotomicina 2 5 . 0 — — — — + + 
Tetraciclina 10.0 + — — - \ + + 
Ampi ici 1 ina 10.0 + + + + + -
Carbenci l i n a i o . 0 + + + + + + 
S1.mb0l.09i a : 
'.->= su6Cwpii.bLe. '. + i= ' . 'èsistsntw. Pia = _c r> p l à s m i d o <no 
cura-io./. Pio. - s i n plásmi-Jc- icui'-idu/. A^enlea de la. curaciOii : 
dodéct.1 s u l f a t o de aodio O . <525g/l, n a r a n j a de a c r i d m a o . 2SmM, 
bromuro de ettdLo O. ±25 rnM. 
PATRONES RESISTENCIA Y SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS 
POR CEPAS DE AZOTOBACTER. VI NELANOl 1 PLA Y F'LA 
AISLADAS DE SUELOS RECIENTEMENTE COLECTADOS 
ANTIBIOTICOS CEPAS 
(¿JO/mi > D-l _ L-2 _ S—6 _ UW-AL 
F'la+ Pía Pla+ Pía Pía Pía Pía Pía" 
Rifamp icina 1.0 + + + + + + ' + + 
A. nalidíxico 20.0 + + + - - « - _ + - -
Kanamicina 1 . 0 + + — — + + + — 
Eritromicina 10- O - - + + + + + + 
Vancomicina 30.0 — — + + + + _ _ 
Bacitracina 10.0 — - + + + + - -
Gen tam icina 1 0 . 0 — — - — + — — — 
CI oran f en icol 25.0 + + + - - + + 
Tetraciclina 15.0 - - — — — — — 
Ampicilina 15.0 + + + + • > + + + + 
Carbenci 1 ina 15.0 + + + + + + + + 
Micostatina O.lq/1 + + + + + + + + 
Simbologí cu 
PLA = con pláetnido ino curada). 
<->= su9cep(.ibLe. <-»>— r^si&i^nte. 
dodecil aul.fa.to de sodio O . <525 g-^l/ 
bromuro de et idio O. 125 mM. 
PLA = s in pLásrrado icur ada>. 
Agentes de La curoeióri: 
naranja de ci.cridi.na O. 25 tr>M, 
CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PLASMIDOS DE CEPAS 
AZOTOBACTER V1NELAND11 ASOCIADOS CON LA RESISTENCIA 
A ANTIBIOTICOS AISLADAS DE SUELOS ALMACENADOS POR 30 AROS 
CEPA PESO MOLECULAR 
<MDa) 
ANTIBIOTICO 
(¿jg/ml ) 
PLASMIDO 
OLD—R 48 Cloranfenicol 25.0 pOLD-R 
Tetraciclina 15.0 
OLD-81 
OLD-3 
0LD-S3 
2o 
Î8 
2 5 
Cloranfenicol 25.O pOLD-81 
pOLD-8 Rifampicina 
Amoici1 ina 
1.0 
15.0 
Kanamicina 1.0 
Estreptomicina 25.O 
pOLD-83 
SlniboLogi a: 
MDa= rnsoada.lt ons. Los pesos molecular e s de los plä-amldos de A. 
VINELANDii fueron calculados por eomparaclön con plä.smi.do de 
ESCHERICHIA COLI Col-El <4. 2 Mda>, RÖ-5 i<Sl MDa), RP4 <34- MI>CL>, 
Rtf-K <24. 7 MDa). 
CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PLASMIDOS ASOCIADOS 
CON LA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS POR CEPAS DE AZOTOBACTER 
V1NELAXDI AISLADAS DE SUELOS RECIENTEMENTE COLECTADOS 
CEPA PESO MOLECULAR ANTIBIOTICO PLASMIDO 
<MDa> C ,ug/ml ) 
L-2 40 A. nalidí xico 20.0 pL-2 
Clor-anfenicol 25.0 
D-l 35 Estreptomicina 25.0 pD-1 
S-6 30 G&ntamicina 10.0 pS-ó 
UW-AL 52 Kanamicina 1.0 pUW-AL Estreptomicina 2S.0 
Stmbolcgl o.: 
MDo= M&gadciltons. L e s peses moleculares de lo s p lá smidos de A. 
VINEL- ANDII fueron calculados por comparación con p lásmldos de 
cepas d& ECHERICHIA ¿.'OLI Col—El <4. 2 MDo), R<S-5 «Si MDaJ, RP4 (34 
MDa>, RcS-K <24. 7 MDa). 
PATRONES DE RESISTENCIA Y SUSCEPTIBILIDAD A PESTICIDAS 
POR CEPAS DE ÁZOTOBACTER VINELANDII AISLADAS 
DE SUELOS ALMACENADOS POR 30 AROS 
PESTICIDA CEPAS 
(O. i ü/1) OLD—SI OLD—S3 0LD~8b OLD—R 
Señar 
Diauat 
Kop i e 
Endothal 1 
2. 4-D 
K. Tea 
Karmex 
Aqua2ine 
+ + 
+ 
SimboLogÌ a: 
<->= susceptible . <+>= r e s i s t e n t e . 
P A T R O N E S D E R E S I S T E N C I A Y S U S C E P T I B I L I D A D A P E S T I C I D A S 
P O R C E P A S D E AZOTOBACTER VINELAND1I A I S L A D A S 
D E S U E L O S R E C I E N T E M E N T E C O L E C T A D O S 
PESTICIDAS CEPAS 
(0.1 o/L) L-2 D-l S-6A UW-AL UW 24S9 
Sonar 
Diauat 
KODlex 
Encía tha 11 
2, 4-D 
K. Tea 
Karmex 
Aauazíne 
Simbologí a: 
<-)= susceptible . <+>= r e s i s t e n t e . 
+ + 
-i-
+ 
PATRONES DE RESISTENCIA Y SUSCEPTIBILIDAD A PESTICIDAS 
POR CEPAS DE AZOTOBACTER V1NELAND12 PLA + Y PLA 
AISLADAS DE SUELOS ALMACENADOS POR 30 AROS 
P E S T I C I D A S 
(0.1 p/1) DLD-81 
Pla+ P 
CEPAS 
0LD-S3 _ OLD-S _ OLD-Bl _ OLD^Sb 
Pía' Pía Pía Pía Pía" Fia Pía' Fia' 
Sonar 
Diauat 
Koplex 
Endothal1 
2-4, D 
K. Tea 
Karmex 
Aquazins 
+ + + 
+ + 
+ 
simboloal cu 
PLA = cor» plásmldo (na curada). PLA = 
susceptible. <+)= r e a i s t e n l s . Agentes 
sulfato de a o dúo o . ¿25 gxl , naranja de 
de dtidio O. 125 mM. 
sin pláiSTriLdo (curada). <->= 
de la curacLÓn: didocil 
acrldvna O. 25 MM, bromui o 
PATRONES DE RESISTENCIA Y SUSCEPTIBILIDAD A PESTICIDAS 
POR CEPAS DE AZOTOBACTER VINELAND1I PLA+ Y PLA 
AISLADAS DE SUELOS RECIENTEMENTE COLECTADOS 
PESTICIDAS 
(O.í o/L) L-2 
Pía* Pía' 
D—1 
Pla+ Pía' 
CEPAS 
S-6A UW-AL 2489 
Pía Pía Pía Pía Pía Pía 
Sonar 
Diauat 
Koolex 
Endothal1 
2,4-D 
K. Tea 
Karroex 
Aauazine 
+ 
+ 
Sirnbologi a: 
PLA = con plásirádo (no curadcü. PLA = 'sin plásmido (curado). <— >= 
susceptible. <+>= r e s i s t e n t e . Agerites de La curación: dodecil 
sulfato de sodio O. tí25 q v ' L , na.rctn.ja de acridina «"•. 25 mM, bromuro 
de «Lidio (i. i25 rnM. 
CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PLASMIDOS ASOCIADOS 
CON LA RESISTENCIA A FESTICIDAS POR CEPAS DE AZOTOBACTER 
VINELANDII AISLADAS DE SUELOS ALMACENADOS POR 30 AROS 
CEPA PESO MOLECULAR PESTICIDA PLASMIDO 
CMDa> C0.1 
0LD-8 29 Endothall pOLD-8 
0LD-81 20 Karmex pOLD-Sl 
Aquazine 
OLD-83 25 Sonar pOLD-Ó3 
2,4-D 
SimbologJL o: 
MDa- Megadaltons. Los pesoa moi.ocula.res de Los pl^smidos de Los 
eapos de A. VIHELANDXI, fueror. ealcuLados por comparaciön oon 
pLäsmi.dos de c e p a s de ESCHERICHIA COLI CoL-El <4-. 2 MDcO, R<5-5 «Si 
MDa), RP4 <34 MDa), R<5-K <24-. ? MDa). 
CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PLASMIDOS ASOCIADO* 
CON LA RESISTENCIA A PESTICIDAS POR ~„c. De AZOTO BAL TER 
VINELAND1 1 Ai B¡_/-JAS DE SUELOS RECIENTEMENTE COLECTADOS 
CEPA PESO MOLECULAR (MDa) PESTICIDA PLASMIDO 
(0.1 o/1) 
L-2 40 
D-i 
S-óA 
UW-AL 
2489 
•iU 
Diquat 
Endothal1 
2. 4—D 
Aauaz ine 
Endothal1 
Kop1e x 
K. Tea 
2.4-D 
pL-2 
DD—1 
dS-^A 
dUW-AL 
p245S 
Sinibdoql o.: 
MDa= Mecjcdaltons. 
Los pesos moleculares de Icio cepas de _A. VINELANDII fueron 
calculados por comparación con plásmidos de c e p a s de ESCHERICIA 
COLI Col-El <4- 2 MDa), R<S-5 «Si MDa), <34 MDcD, RCS-K <24. 7 
-MG«}. 
Tiempo (Dias) 
FIG. 1 . CRECIMIENTO DE Azotobacter yjnelandii CEPA L-2 PLA+ INTRODUCIDA EN 
SUELOS ESTERILES CON DIFERENTES TIPOS DE TEXTURAS-
(PLA+) Con plásmido, ( • ) aL-1 • { • ) bT-4 ( • ) cL-4 ( A ) dLL-2 
a- arcillosa/ b=l imosa-arcillosa, c- arenosa-a re i llosa, d= arcillo-
sa-limosa 
Tiempo (Dias) 
FIG. 2 . CRECIMIENTO DE Azotobacter vinelandii CEPA L-2 PLA" IINTRODUCIDA EN 
SUELOS ESTERILES CON DIFERENTES TIPOS DE TEXTURAS. 
(PLA") Sin plásmido, (•) aL-1 (•) bT-4 (•) cL-4 (A) dLL-2, 
a= arcillosa, b= limosa-arcillosa, c= arenosa-arcillosa, d= arci 
llosa-limosa 
Tiempo (Dias) 
FIG. 3 . CRECIMIENTO DE Azotobacter vinelandii CEPA OLD-81 PLA+ 
INTRODUCIDA EN SUELOS ESTERILES CON DIFERENTES TIPOS DE 
TEXTURAS. 
(PLA+) Con plásmido, (•) aL-1 (•) bT-4 (•) cL-4 
(A ) dLL-2, a= arcillosa, b= limosa-arcillosa, c= arenosa-
arcillosa, d= arcillosa-limosa 
• 
— 1 ¿L-1 1 | I 
O 5 1 0 - 1 5 20 25 
Tiempo (Dias) 
FIG. 4 . SOBREVIVENCIA DE Azotobacter vinelandii CEPA OLD-81 PLA+ 
INTRODUCIDA EN SUELOS NO ESTERILES CON DIFERENTES TIPOS DE 
TEXTURAS. 
(PLA+) Con plásmido, (•) aL-1 ( • ) bT- 4 (•) cL-4 
(A ) dLL-2, a=.arcillosa* hj~ limosa-arcillosa, c= arenosa-
arcillosa, d= árcillosa-liroosa . .- •'•:... 
I I —J-*.— . I .-'•• . ' 
5 10 .15 20 25 
Tiempo (utas) 
. CRECIMIENTO DE Azotobacter vinelandii CEPA 0LD-81 PLA-
INTRODUCIDA EN SUELOS ESTERILES CON DIFERENTES TIPOS DE 
TEXTURAS. 
(PLA-) Sin plásmido, (•) aL-1 (•) bT-4 (•) cL-4 
(A) aLL-2, a= arcillosa, b= limosa-arcillosa, c= arenosa-
arcillosa, d~ arcillosa-limosa 
C O N C L U S I O N 
El Qénefo A&otobact&r con énfasis en la especie 
vinelandii se considera importante para el ciclo del 
nitrógeno por la premisa de que al fijar nitrógeno 
atmosférico, contribuye a la fertilidad del suelo y por que su 
enzima nitrogenasa se usa como modela genético—bioquímico de 
expresión de proteínas funcionales. 
Para A. vin&landii poca o ninguna importancia se da a 
otro tipo de actividades o propiedades biológicas qué posee, 
estas son conocidas sólo por algunas investigaciones que lento 
pero seguro, intentan modificar de fondo el concepto sobre el 
papel de As-o tob<zc t&r- en la naturaleza. 
En general algunas de las propiedades expuestas antes y 
señaladass como fundamentales para el género Azotobact&r 
habran de ser revisadas como: i) Su capacidad de fijación 
biològica del nitrogeno molecualr en condiciones naturales, 
atfn en la ris'ósfera de gramíneas, ya que actualmente se ha 
comDrobado que esta capacidad de Asotobac ter podría ser más 
eventual que generalizada, ii) El mecanismo natural de 
sobrevivencia de la bacteria, por medio de formas celulares 
di ferentes a los quistes y que no están amp1 iamente 
reconocidas, iii) Este es el primer reporte que establece la 
posibilidad de que el ADN de plásmidos puede ser estable y 
expresar alguna función biológica en Azotobctc t&r-
sobrevivientes al abatimento fisiológico, en suelos no 
estériles alamacenados durante largos períodos. 
Estos resultados sugieren también, que algunas de las 
características de resistencia a antibióticos y pesticidas 
asociados con los plásmidos detectados en las cepas de A. 
vinelaridii sobrevivientes aisladas de los suelos almacenados 
por 30 años, no están relacionados con actividades 
antropogénicas y que fueron probablemente adquiridas de otros 
microorganismos autóctonos e invasores del suelo, ya que estas 
características, se relacionaron con los plásmidos detectados 
en las azotobacterias aisladas de los suelos recién 
colectados. 
Finalmente, no sabemos cuales fueron los efectos 
específicos de los plásmidos sobre el crecimiento y 
sobrevivencia de A. uiru?Ictnd¿ l en las suelos estériles y no 
estériles, debido a la escasa investigación desarrollada sobre 
las condiciones ambientales que inducen a la expresión de las 
propiedades genéticas de los plásmidos contenidas en 
Asotoba.c ter nativos de los suelos, mucho menos sobre la 
capacidad de estas bacterias para mantener y transportar 
p 1 asm i dos con la presen te invest iciac i ón, por lo que 
probablements estos plásmidos influyan más de lo que suponemos 
en el papel de AsoLobac L&r en la naturaleza, lo cual no 
parece ser i 1óg i co s i sa considera, que de acuerdo con e1 
principio de economía energética de la célula, sólo se 
mantiene en ellas aquello que contribuye a la permanencia de 
la especie en el ecosistema. 
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